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Resumo 
 
A transmissão de Plasmodium ao mosquito e o seu desenvolvimento esporogónico são alvos 
importantes para o desenvolvimento de métodos de controlo de transmissão. Nesta fase do ciclo 
de vida, o parasita enfrenta condições muito adversas derivadas do mosquito e da própria 
refeição sanguínea. É nesta altura que se observam as maiores reduções do número de parasitas e 
como tal a manipulação artificial destas condições poderia levar a uma redução significativa da 
transmissão. 
Vários factores da refeição sanguínea tais como anticorpos, fármacos, refeições múltiplas 
ou presença de várias estirpes ou espécies de parasitas, podem diminuir ou pelo contrário 
potenciar a transmissão. Além disso, o ambiente no intestino médio é adverso devido à digestão 
da refeição sanguínea e a uma resposta imunológica eficaz produzida pelo mosquito contra o 
parasita. Várias linhas experimentais foram seguidas no sentido de contribuir para o 
entendimento da forma como alguns destes factores afectam o desenvolvimento do parasita. 
Estudou-se o efeito de uma segunda alimentação sanguínea e de soro de Rattus rattus e de 
Mus musculus (BALB/c) contendo anticorpos anti-esporozoíto de Plasmodium yoelii yoelii, na taxa e 
na intensidade de infecção em mosquitos Anopheles stephensi. Foram ainda avaliadas alterações na 
expressão de genes do parasita e do mosquito, pelo método de DDRT-PCR e os resultados 
confirmados por qRT-PCR. A taxa e a intensidade de infecção foram reduzidas de forma 
significativa quando os mosquitos foram alimentados com soro imune. Foram também 
identificados, por DDRT-PCR, dois genes de P. yoelii yoelii e oito de A. stephensi, cuja expressão foi 
alterada pela segunda alimentação sanguínea e/ou pelo tratamento com soro imune. Quando a 
expressão foi analisada por qRT-PCR observaram-se diferenças estatisticamente significativas, na 
expressão de alguns genes nos diferentes grupos de tratamento. 
No decurso deste trabalho foi testado um método para a cultura de oocinetos de Plasmodium 
falciparum. Embora se tenham obtido oocinetos, o seu número era insuficiente para utilização em 
experiências subsequentes e o método não foi implementado. 
Para determinar o impacto de uma infecção mista no desenvolvimento parasitário no 
mosquito foram realizadas infecções experimentais com P. falciparum e/ou Plasmodium vivax. 
Mosquitos Anopheles albimanus, foram infectados por alimentação artificial de membrana, com 
sangue de doentes infectados com apenas uma das espécies. A realização de infecções 
experimentais e recolha de material biológico foi feita em Buenaventura e Cali, na Colômbia. 
Analisou-se a dinâmica de infecção nos mosquitos, assim como a resposta de alguns genes do seu 
sistema imunológico a infecções simples e mistas, com ambas as espécies. Os resultados obtidos 
para a dinâmica de infecções não mostrou nenhum efeito evidente de uma espécie sobre a outra, 
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no entanto tratou-se de um estudo preliminar. Verificou-se que alguns dos genes estudados 
parecem responder à infecção e foram também observados padrões de expressão diferentes de 
acordo com o tipo de infecção. Observou-se o aumento de expressão de alguns genes, sendo 
mais evidente no corpo gordo, especialmente na altura de libertação de esporozoítos do oocisto. 
No intestino médio, a cecropina 3 foi o gene cuja expressão foi mais alterada, verificando-se um 
aumento de expressão às 24 horas, altura em que se dá a invasão do epitélio pelos oocinetos. 
Alguns dos factores analisados mostraram ter um efeito no desenvolvimento esporogónico 
de Plasmodium, podendo esse efeito ser directo no parasita ou indirecto afectando a resposta do 
mosquito à infecção. Verificaram-se alterações na expressão génica quer em Plasmodium quer em 
Anopheles como resposta às diferentes variantes experimentais mas estudos mais específicos são 
necessários para aferir os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos observados e o seu 
impacto em medidas de controlo da malária. 
 
Palavras-chave: Malária; Plasmodium yoelii yoelii; Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax; 
Anopheles stephensi; Anopheles albimanus; infecções experimentais; infecções mistas; cultura oocinetos 
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Abstract 
 
Plasmodium sporogonic development and transmission to the mosquito are important targets 
for the design or improvement of transmission control methods. At this stage, the parasite has to 
face adverse conditions caused both by bloodmeal and mosquito factors and the greatest losses 
of parasite numbers are observed. Thus, artificial manipulation of these conditions could lead to a 
significant reduction of malaria transmission. 
Several factors of the blood meal could diminish or increase transmission, such as 
antibodies, drugs, multiple blood meals or the presence of more than one genotype or species of 
parasites. Also, the environment of the midgut is harsh, due to both blood meal digestion and 
effective immune response mounted by the mosquito. Several research lines were pursued aiming 
at contribute to the knowledge of how some of these factors can affect mosquito development. 
Infection rate and intensity were accessed in Anopheles stephensi mosquitoes after a second 
blood meal with and without immune sera from Rattus rattus or Mus musculus (BALB/c), 
containing antibodies anti-Plasmodium yoelii yoelii sporozoite. DDRT-PCR and qRT-PCR methods 
were used to identify and evaluate changes in the expression of parasite and mosquito genes. 
Both infection rate and intensity were significantly reduced when mosquitoes were fed with 
immune serum. Also, two P. yoelii yoelii and eight A. stephensi genes, whose expression was altered 
by the second blood meal, with or without immune serum, were isolated by DDRT-PCR. When 
the expression of these genes was further analysed by qRT-PCR, significant differences in genes 
expression was observed for some of the genes, in different treatment groups. 
A new method for the in vitro cultivation of Plasmodium falciparum ookinetes was also tested 
but ookinete production was insufficient to use in subsequent experiments and the method was 
not implemented. 
To determine the impact of mixed infection in the parasite development in the mosquito, 
experimental infections of Anopheles albimanus, with P. falciparum and/or Plasmodium vivax, were 
performed. The mosquitoes were infected by membrane artificial feeding with blood from 
patients infected with one of those species. The experimental infections and biologic material 
collection were done in Buenaventura and Cali, Colombia.  Infection dynamics and expression of 
some genes involved in the immune system were analysed in single and mixed infections.  
Regarding infection dynamics, there was no evident effect of one species over another but this 
was only a preliminary study. Some of the studied genes seemed to respond to infection and 
different expression patterns were observed according to the type of infection. Some genes 
showed higher expression and this was observed mostly at the fat body at the time the 
sporozoites were being released by the oocyst. At the midgut, cecropin 3 displayed the higher 
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expression changes in response to infection, at 24 hours post-infection, the time at which 
ookinete epithelium invasion occurs.  
In this study, we observed that some of the studied factors were proved to have an effect 
on the Plasmodium sporogonic development, affecting directly the parasite or indirectly by 
affecting mosquito physiologic functions. Expression changes of some genes were observed, 
both in Plasmodium and Anopheles, as a consequence of different experimental treatments. Further 
specific studies are necessary to identify the molecular mechanisms behind the observed effects 
and their possible impact in malaria control. 
 
Keywords: Malaria; Plasmodium yoelii yoelii; Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax; Anopheles 
stephensi; Anopheles albimanus; experimental infection; mixed infection; ookinete 
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Capítulo I 
Introdução Geral 
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I.1- A Malária 
 
A malária é uma doença parasitária transmitida pela picada de mosquitos infectados. É a 
doença parasitária mais importante no Homem sendo normalmente causada por cinco espécies, 
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi 
(Greenwood et al., 2008). Apesar das outras espécies causarem uma grande morbilidade, a enorme 
taxa de mortalidade é sobretudo devida a P. falciparum.  
Cerca de 3,2 mil milhões de pessoas, em 107 países vivem em zonas de risco de malária 
(figura I.1), causando 350-500 milhões de casos clínicos todos os anos. Aproximadamente um 
milhão de pessoas, a maioria crianças, morrem todos os anos com malária causada por P. 
falciparum. A malária contribui ainda indirectamente para mortes em conjunto com outras doenças 
(WHO, 2005a). As crianças, as mulheres grávidas e adultos sem contacto prévio com o parasita 
ou com imunidade deprimida são os principais grupos de risco (Korenromp et al., 2005; WHO, 
2005b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.1- Área de distribuição da Malária. 
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A transmissão de malária pode ser endémica ou epidémica, e em muitos casos é sazonal, 
com picos de malária coincidentes com a estação das chuvas. Factores ecológicos, ambientais, 
sócio-económicos e os vectores fazem com que a malária varie entre regiões (WHO, 2005a).  
A malária é uma doença que está associada sobretudo à pobreza, tendo por sua vez grande 
impacto na economia de países com elevadas taxas de infecção, sendo esse impacto notado 
sobretudo na África sub-sariana onde ocorre 90% das mortes causadas por esta doença (Gallup e 
Sachs, 2001; Sachs e Malaney, 2002).  
Nos últimos anos os casos de malária, a sua gravidade e a mortalidade associada, têm 
aumentado. Isto deve-se sobretudo ao aparecimento de resistência dos parasitas aos fármacos 
anti-maláricos e à resistência dos mosquitos vectores aos insecticidas.  
A cloroquina, um fármaco anti-malárico usado em grande escala no passado, é agora 
ineficaz na maior parte das zonas endémicas para P. falciparum. Também a resistência à 
sulfadoxina/pirimetamina (SP) e à amodiaquina tem vindo a aumentar rapidamente (WHO, 
2005c). Actualmente verifica-se a existência disseminada de estirpes multi-resistentes e os 
tratamentos mais usados são baseados em terapias de combinação, usando especialmente 
artemisinina combinada com outros fármacos (WHO, 2006a). 
O DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), muito usado a partir dos anos 40 para controlo 
vectorial, foi visto como tendo potencial para erradicar os mosquitos vectores. O seu uso 
resultou numa redução significativa da transmissão de malária em muitas partes do mundo e foi 
essencial na erradicação da transmissão da doença na Europa e América do Norte (WHO, 
2005d). O aparecimento de resistência aos insecticidas e as restrições impostas ao seu uso devido 
a problemas ambientais, associado à resistência do parasita aos fármacos, contribuiu para o 
grande aumento de casos verificados a partir dos anos 90.  
O desenvolvimento de vacinas poderia ter um enorme impacto no combate e prevenção 
desta doença, mas até ao momento não foi ainda possível obter nenhuma verdadeiramente eficaz. 
Por enquanto, outros métodos são aplicados para controlo e prevenção da severidade da doença, 
tais como prevenção da transmissão, através do uso de redes mosquiteiras tratadas com 
insecticida; controlo do mosquito vector; tratamento preventivo intermitente; diagnóstico rápido 
e tratamento adequado dos indivíduos infectados.  
 
I.2- Ciclo de vida 
O ciclo de vida de Plasmodium compreende duas fases distintas, uma no hospedeiro 
vertebrado e outra no mosquito vector (figura I.2). O desenvolvimento esporogónico 
(reprodução sexual) inicia-se com a ingestão de gametócitos masculinos e femininos maturos 
durante a alimentação sanguínea do mosquito num vertebrado. Uma vez ingeridos pelo 
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mosquito, os gametócitos encontram novas condições ambientais que desencadeiam a formação 
dos gâmetas femininos e masculinos. Cada gametócito feminino dá origem a um gâmeta feminino 
sem movimento próprio e o gametócito masculino dá origem a vários gâmetas masculinos, 
flagelados, que saem do gametócito pelo processo denominado de exflagelação.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.2- Esquema do ciclo de vida de Plasmodium. I- transmissão ao mosquito; II- 
transmissão ao hospedeiro vertebrado. 1- esporozoítos entram na circulação sanguínea; 2- 
esporozoítos invadem hepatócito; 3,4- esquizogonia hepática; 5- libertação dos merozoítos 
hepáticos para a circulação sanguínea; 6- invasão dos eritrócitos pelos merozoítos; 7- formação 
trofozoíto (fase de anel); 8- trofozoíto; 9- ruptura de esquizonte e libertação de merozoítos; 10- 
gametócitos maturos; 11- gametogénese e fecundação; 12- zigoto; 13- oocineto; 14- oocisto; 15- 
ruptura de oocisto libertando esporozoítos para hemolinfa; 16- esporozoítos invadem glândulas 
salivares. 
 
O gâmeta masculino fertiliza o feminino dando origem ao zigoto. Nas 3 primeiras horas 
após a fusão dos gâmetas dá-se a replicação do genoma e a meiose, sem haver contudo divisão 
nuclear formando um núcleo tetraplóide (revisto em Reininger et al., 2005). O zigoto diferencia-se 
em oocineto, com forma alongada e móvel que inicia a migração e sai da refeição sanguínea, 
atravessando a matriz peritrófica até atingir e invadir o epitélio do intestino médio.  
Depois de atravessar as células do epitélio, o oocineto entra em contacto com a lâmina 
basal, aí imobiliza-se e torna-se arredondado, formando o oocisto. No oocisto dão-se mitoses 
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sucessivas, e os oocistos deixam de ser sólidos e passam a ser vacúolados formando os 
esporoblastos que se diferenciam em centenas de esporozoítos (Terzakis et al., 1967). O número 
de esporozoítos que cada oocisto pode produzir varia conforme a espécie. Por exemplo em 
Anopheles dirus um estudo observou uma média de 3688 esporozoítos de P. vivax e uma média de 
3385 de P. falciparum (Rosenberg e Rungsiwongse, 1991), para a combinação de Anopheles 
stephensi/Plasmodium berghei foram observados em média 8000 esporozoítos por oocisto (Sinden, 
1997). 
Quando este processo está concluído o oocisto rompe-se libertando os esporozoítos para o 
hemocélio do mosquito, onde são transportados pela hemolinfa a diversas partes do mosquito. 
Alguns desses esporozoítos chegam às glândulas salivares e invadem-nas. No ducto das glândulas 
salivares os esporozoítos, atingem a fase final de maturação sendo agora mais infecciosos do que 
antes da invasão das glândulas (Matuschewski et al., 2002a) e estão prontos a ser transmitidos ao 
hospedeiro vertebrado na próxima refeição sanguínea. 
Uma vez no hospedeiro vertebrado os esporozoítos entram na corrente sanguínea e quando 
chegam ao fígado invadem os hepatócitos iniciando-se a esquizogonia hepática ou 
exoeritrocitária. O esporozoíto dá origem ao esquizonte hepático, que quando maturo, contém 
milhares de merozoítos. Estes são libertados do hepatócito agregados em merossomas e entram 
na circulação sanguínea. Os esporozoítos de P. ovale e P. vivax podem também diferenciar-se em 
hipnozoítos, que permanecem dormentes no fígado e dão origem às recaídas. O tempo entre 
inoculação de esporozoítos e o momento em que os merozoítos são detectados no sangue é 
denominado de período de pré-patência. 
Na corrente sanguínea os merozoítos invadem os eritrócitos e iniciam a esquizogonia 
eritrocitária, onde cada merozoíto dá origem a um trofozoíto que depois se diferencia num 
esquizonte que produz vários merozoítos. Quando maturo dá-se a ruptura do esquizonte e os 
merozoítos são libertados na corrente sanguínea onde podem invadir novos eritrócitos e 
recomeçar o ciclo eritrocitário.  
Alguns merozoítos dão origem a gametócitos feminino ou masculino. Os gametócitos 
femininos e masculinos desenvolvem-se e quando maturos estão prontos a infectar o mosquito 
vector se forem ingeridos durante a alimentação sanguínea. 
 
I.3- Interacções entre o parasita e o mosquito vector durante o desenvolvimento 
esporogónico.  
O ciclo esporogónico é considerado um alvo potencial para futuras estratégias de controlo 
parasitário, tais como o desenvolvimento de vacinas e quimioterapia. Para que tal seja possível é 
necessário conhecer-se bem a biologia do parasita assim como os factores ambientais que 
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afectam o seu desenvolvimento. Estudos recentes identificaram uma série de moléculas essenciais 
para o desenvolvimento do parasita e para a sua interacção com o mosquito que poderão ser 
alvos importantes para o desenvolvimento de estratégias para o bloqueio do desenvolvimento do 
parasita no mosquito, impedindo a sua transmissão. 
A interacção com as células e moléculas do hospedeiro desempenha um papel fundamental 
no processo de reconhecimento e invasão. Segundo Mazzacano e colaboradores (1998) a 
transformação in vitro de zigotos em oocinetos aumenta 5 a 10 vezes, quando são incluídas na 
cultura células de mosquito ou de Drosophila. A presença destas células na cultura levou ainda a 
um aumento da longevidade dos oocinetos em cultura de 24 para 42 horas. Células de mosquito 
são também necessárias para a produção de oocistos maturos in vitro (Warburg e Schneider, 1993; 
Mazzacano et al., 1998) e o contacto dos oocinetos com componentes da membrana basal é 
essencial para a transformação dos oocinetos em oocistos (Warburg e Schneider, 1993; Adini e 
Warburg, 1999; Vlachou et al., 2001; Ariighi e Hurd, 2002).  
No intestino médio do mosquito os gametócitos são activados e os gâmetas masculinos 
deixam o gametócito pelo processo de exflagelação, que pode ser induzida por uma diminuição 
de temperatura de 5ºC, aumento do pH (revisto Sinden et al., 1996) ou moléculas existentes no 
intestino médio com o ácido xanturénico (Billker et al., 1998; Garcia et al., 1998; Arai et al., 2001). 
O aumento exógeno de ácido xanturénico (XA) induz exflagelação e aumenta a infectividade de 
P. falciparum aos mosquitos (Bhattacharyya e Kumar, 2001). Este efeito é regulado pelo aumento 
de cálcio no citoplasma, e mediado pela CDPK4 (proteína cinase dependente de cálcio 4) que 
transforma este sinal numa resposta celular que regula a progressão do ciclo celular no 
gametócito masculino (Billker et al., 2004). Esta proteína é assim essencial para o 
desenvolvimento do ciclo de vida e para a reprodução sexual. Outra proteína de P. berghei, a 
Pbmap-2 (proteina cinase activada por mitogénio 2), apesar de não afectar a gametocitogénese é 
necessária à formação dos gâmetas masculinos, sendo a exflagelação, e consequentemente a 
transmissão, fortemente afectada em parasitas mutantes que não possuem este gene (Rangarajan 
et al., 2005). 
Nesta altura os gâmetas terão de se encontrar para que a fecundação ocorra. Este processo 
terá maior probabilidade de sucesso quanto maior for a gametocitémia e poderá ainda ser 
facilitado pela agregação de microgâmetas aos eritrócitos circundantes e macrogâmetas formando 
centros de exflagelação (Templeton et al., 1998) e pela existência de gametócitos masculinos e 
femininos no mesmo eritrócito (Jovani e Sol, 2005).  
A proteína Pfs230 parece ter um papel na ligação dos gametócitos a outros glóbulos 
vermelhos, de modo a formar os centros de exflagelação; esta proteína poderá ainda ter outras 
funções pois verificou-se que a sua disrupção causa uma redução significativa do número de 
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oocistos (Eksi et al., 2006). A proteína Pfs230 pertence a uma família de proteínas específicas de 
Plasmodium, caracterizadas pela presença de domínios que contêm 6 cisteínas, sendo a unidade 
básica desta família constituída por 2 destes domínios, representado pela proteína Pf12. Duas 
moléculas desta família, Pf48/45 e Pf230, são expressas na superfície tanto de gâmetas 
masculinos como femininos e evidências sugerem que sejam ligandos da fertilização (revisto por 
Carter, 2001). 
O parasita ao tornar-se extracelular encontra um meio adverso, sendo a fase de 
desenvolvimento entre gâmetas e oocinetos onde se verifica a maior perda de parasitas (Vaughan 
et al., 1994; Alavi et al., 2003; Gouagna et al., 2004). O oocineto é móvel e terá de enfrentar o 
ambiente hostil do intestino médio, devido a factores tais como: 1) componentes do sistema 
imunológico do hospedeiro vertebrado ainda activos na refeição sanguínea; e 2) enzimas 
digestivas e degradação da refeição sanguínea. Para além de sobreviver ao ambiente hostil, o 
oocineto necessita de migrar através da matriz peritrófica e ser capaz de aderir, invadir e 
atravessar as células do epitélio do intestino médio até à membrana basal. Várias proteínas de 
Plasmodium essenciais para estes processos foram já identificadas.  
A passagem através da membrana peritrófica do mosquito, que é constituída essencialmente 
por quitina e poderá funcionar como barreira à passagem de oocinetos (Clements, 1992), é 
facilitada por uma quitinase que é secretada pelo micronema do oocineto e activada pelas enzimas 
digestivas do mosquito (Shahabudin et al., 1995). 
A locomoção, por deslizamento (gliding motility), é essencial para o oocineto se deslocar até 
ao epitélio do intestino médio e para a invasão do epitélio. Um motor actina/miosina envolvendo 
alterações do cálcio intracelular será responsável por esta mobilidade como sugerem alguns 
trabalhos nesta (Wetzel et al., 2003, Siden-Kiamos et al., 2006) e em outras fases (Baum et al., 
2006) do ciclo de vida do parasita. A CTRP (proteína adesiva do micronema do oocineto) é uma 
proteína com várias funções nesta fase da vida do parasita e verificou-se que é essencial para o 
movimento e invasão dos oocinetos (Dessens et al., 1999; Yuda et al., 1999). A PbGCβ, uma 
guanil ciclase, foi também recentemente identificada em P. berghei e mostrou ser necessária para a 
mobilidade do oocineto através das células epiteliais (Hirai et al., 2006).  
Ao atingir o epitélio o parasita necessita receptores de membrana capazes de reconhecer as 
células epiteliais e de um mecanismo para as invadir. Diferentes espécies de parasitas invadem o 
intestino médio de forma diferente, quer em termos da via usada para atravessar o epitélio, que 
pode ser inter e/ou intracelular, quer pelo tipo de células que são invadidas. O reconhecimento 
poderá mesmo ter um papel limitante na infecção de diferentes espécies de Plasmodium a 
diferentes espécies de mosquito (Shahabuddin, 2002). O reconhecimento e adesão ao epitélio 
serão feitos através de ligações a glicoproteínas, mais especificamente à sua parte glicosídica. 
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Alguns dos possíveis alvos de ligação foram já identificados, tais como resíduos de N-acetil 
glucosamina de glicoproteínas do intestino médio de Anopheles tessellatus (Ramasamy et al., 1997) e 
uma aminopeptidase N (AgAPN1) de Anopheles gambiae, que é reconhecida pela lectina jacalina 
que tem efeito de bloqueio de transmissão (Dinglasan et al., 2007b). Também uma população de 
glicosaminoglicanos de condroitina que está presente ao longo das microvilosidades das células 
do epitélio em A. gambiae é reconhecida por oocinetos in vitro, quando os níveis de sulfato de 
condroitina foram diminuídos a invasão de P. falciparum foi substancialmente inibida (Dinglasan et 
al., 2007a).  
Também os lípidos poderão ter algum papel na ligação do oocineto às células do intestino 
médio, como demonstraram experiências com fosfolipases de veneno de cobra (Zieler et al., 
2001) e de abelha (Moreira et al., 2002). Verificou-se ainda que a proteína Pvs25, de P. vivax, 
interage com a proteína calreticulina nas microvilosidades da superfície apical das células do 
intestino médio de Anopheles albimanus (Rodríguez et al., 2007), no entanto não se sabe ainda ao 
certo qual o significado desta interacção. 
O processo de invasão do epitélio do intestino médio do mosquito parece involver a 
perfuração da membrana por proteínas segregadas pelo oocineto já que proteínas de Plasmodium 
tipo perforinas (PPLPs), que contêm um domínio de formação de poros são fundamentais para a 
invasão do epitélio (Kadota et al; 2004; Ecker et al., 2007).  
A CelTOS (proteína de oocineto e esporozoíto para atravessamento celular), é necessária 
para que o oocineto de P. berghei possa atravessar a célula, experiências em que a sequência do 
gene foi alterada de modo a impedir a sua expressão originou oocinetos capazes de invadir a 
célula mas que depois não se moviam no seu interior (Kariu et al., 2006) resultando numa 
infectividade reduzida na ordem das 200 vezes. 
Após atravessar as células do epitélio o oocineto torna-se imóvel e transforma-se em 
oocisto. Este acontecimento dá-se provavelmente pela sinalização de proteínas da membrana 
parasitária, quando se ligam especificamente a componentes da membrana basal. Em P. berghei as 
proteínas P25, P28 e a SOAP ligam-se especificamente à laminina (Vlachou et al., 2001; Arrighi e 
Hurd, 2002; Dessens et al., 2003) e a CTRP liga-se à laminina e colagénio IV (Arrighi e Hurd, 
2002). Estas proteínas poderão estar envolvidas no processo que desencadeia a transformação de 
oocineto em oocisto, no entanto verificou-se que em P. berghei a CTRP e a SOAP não são 
necessárias para a transformação de oocinetos em oocistos (Nacer et al., 2008).  
Dentro do oocisto o parasita multiplica-se originando milhares de esporozoítos. Neste 
processo de multiplicação, citocinese e libertação de esporozoítos estão envolvidos várias 
proteínas. A PbSR (Plasmodium scavenger receptor) é uma proteína altamente conservada entre 
espécies de Plasmodium, e contém vários domínios associados ao reconhecimento/activação 
 
10 
imune e a interacção ou adesão a lípidos e proteínas da superfície celular. É expressa em 
esporozoítos e a sua disrupção leva à produção de oocistos em número normal, mas que não 
produzem esporozoítos (Claudianos et al., 2002).  
O oocisto parece também ser mais resistente ao sistema imunológico do mosquito que o 
oocineto, esta característica pensa-se ser pelos menos parcialmente devido à cápsula do oocisto. 
Em P. berghei a PbCap380, uma proteína da cápsula, verificou-se ser necessária à sobrevivência do 
oocisto, pois parasitas que não possuem este gene desenvolvem oocistos normalmente, mas estes 
são depois eliminados  (Srinivasan et al., 2008). 
A proteína circunsporozoítica (CS) é a proteína mais abundante do esporozoíto e está 
ancorada à membrana exterior por um GPI (glicosilfosfatidilinositol). É essencialmente 
constituída por um domínio imunodominante, que consiste na repetição de pequenas sequências 
peptídicas, flanqueada por duas regiões altamente conservadas a região I e a região II que é 
homóloga à repetição de tipo I da trombospondina (TSR) (Menard, 2000; Wang et al., 2005). A 
CS é essencial em vários processos: formação e definição morfológica dos esporozoítos no 
oocisto (Ménard et al., 1997); movimento do esporozoíto por deslizamento (Stewart e 
Vanderberg, 1988); adesão e invasão das glândulas salivares (Myung et al., 2004) e dos hepatócitos 
(Ménard et al., 1997) para o qual o seu domínio tipo TSR é essencial; a CS é também libertada no 
citoplasma dos hepatócitos após invasão onde possivelmente inibe a síntese de proteínas ligando-
se aos ribossomas (Thathy et al., 2002). A região I parece ter um papel preponderante na invasão 
das glândulas salivares, e Plasmodium gallinaceum, que não possui esta região, infecta apenas 
culicíneos e não anofelinos (Menard, 2000). Também esporozoítos de P. berghei em que a CS foi 
substituída pela CS de P. gallinaceum perderam a capacidade de invadir as glândulas de mosquitos 
anofelinos (Tewari et al., 2005). Assim a CS poderá ter grande influência nas possíveis 
combinações de espécies de parasitas e mosquitos. Em P. vivax diferentes fenótipos de CS estão 
relacionados com a susceptibilidade dos mosquitos à infecção: Anopheles pseudopunctipennis é 
susceptível a parasitas do fenótipo VK247 mas refractária a VK210 o inverso é observado em A. 
albimanus (González-Cerón et al., 2001).  
A TRAP (proteína anónima relacionada com a trombospondina) é uma proteína 
semelhante à CTRP, transmembranar com vários domínios extracelulares: domínio A (um 
módulo adesivo), 1 domínio TSR e uma região repetitiva de tamanho e sequência variável de 
acordo com a espécie. Vários estudos TRAP mostraram que esta é essencial ao esporozoíto para 
a invasão das glândulas salivares, hepatócitos murinos e hepatócitos imortalizados HepG2, sendo 
também fundamental à mobilidade por deslizamento (revisto por Menard, 2000). Estudos usando 
parasitas P. berghei, com delecções no domínio adesivo TSR do gene TRAP, mostraram que esse 
domínio é essencial, no esporozoíto, para a invasão das glândulas salivares (Wengelnik et al., 
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1999) mas não do fígado de rato (Matuschewski et al., 2002b). Outra proteína da família das 
proteínas TRAP/MIC2 foi descrita recentemente, a TLP (proteína semelhante à TRAP) que à 
semelhante da TRAP e CTRP, está envolvida na deslocação e invasão do parasita, contudo esta 
não é essencial (Heiss et al., 2008; Moreira et al., 2008), indicando que existe alguma redundância 
nas adesinas parasitárias envolvidas no processo de mobilidade e invasão. 
 
I.4- Factores do hospedeiro vertebrado que poderão influenciar a transmissão e 
desenvolvimento do parasita no mosquito. 
Constituintes da refeição sanguínea tais como componentes do sistema imunológico do 
hospedeiro vertebrado, ou fármacos antimaláricos, podem alterar a transmissão do parasita ao 
mosquito e o seu desenvolvimento esporogónico. Esse efeito poderá ser directo sobre o parasita 
ou indirecto, afectando a resposta do mosquito à infecção. A forma como os diferentes factores 
interagem entre si, como afectam o desenvolvimento do parasita e do mosquito, necessita ainda 
de ser melhor esclarecidos.  
 
I.4.1- Efeito da refeição sanguínea no desenvolvimento do parasita no mosquito. 
Ao longo da sua vida, o mosquito pode efectuar diversas refeições sanguíneas, infecciosas 
ou não, que  podem ter um impacto no desenvolvimento parasitário de infecções já estabelecidas. 
Beier e colaboradores (1989) mostraram que uma segunda alimentação sanguínea levava a um 
desenvolvimento mais rápido dos oocistos, e a carga parasitária média foi mais alta em mosquitos 
que receberam uma segunda alimentação sanguínea (Lopes et al., 2007). Noutro estudo observou-
se que duas alimentações prévias à refeição sanguínea infectante, causaram um aumento na taxa 
de infecção (Okesh et al., 2004). Embora pouco se saiba acerca do efeito de múltiplas 
alimentações na infecção, estes estudos parecem indicar que estas poderão ter um efeito positivo 
no desenvolvimento do parasita. 
 
I.4.2- Factores do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado presentes na 
refeição sanguínea. 
No intestino médio do mosquito os parasitas tornam-se extracelulares ficando expostos a 
componentes do sistema imunológico do vertebrado, que se poderão manter activos na refeição 
sanguínea durante algum tempo, ou mesmo atravessar o epitélio do mosquito até ao hemocélio. 
Estes componentes do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado podem assim contribuir 
para a destruição de parasitas no mosquito. A aglutinação de gâmetas dependente de anticorpos, 
a opsonização e fagocitose, a morte por mecanismos dependentes de NO e lise por acção de 
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complemento são mecanismos mediados por factores do hospedeiro que têm um impacto 
negativo no desenvolvimento esporogónico (revisto por Sinden et al., 1996).  
 
I.4.2.1- Anticorpos 
Os anticorpos são um importante factor, do sistema imunológico do vertebrado e poderão 
afectar a transmissão do parasita, podendo bloquear ou mesmo potenciar o desenvolvimento do 
parasita no mosquito. Anticorpos presentes na refeição sanguínea poderão afectar o 
desenvolvimento do parasita, impedindo ou aumentando a transmissão. O impacto dos 
anticorpos não é observado apenas ao nível da refeição sanguínea já que anticorpos atravessam o 
epitélio e são detectados na hemolinfa (Vaughan e Azad, 1988). Anticorpos anti-CS são 
detectados na hemolinfa de A. gambiae até 36 horas depois da ingestão e até 3 dias ligados a 
esporozoítos (Vaughan et al., 1988). A presença de anticorpos foi também detectada dentro das 
glândulas salivares por Beier e colaboradores (1989). Por outro lado num estudo com A. stephensi 
já não se detectam anticorpos às 24h (Vaughan et al., 1990), o que indica que o efeito dos 
anticorpos poderá depender do mosquito vector.  
Anticorpos anti-Plasmodium que podem suprimir a infecção por Plasmodium no mosquito, 
podem ter o efeito contrário quando em baixa concentração. Tal foi observado por Peiris e 
colaboradores (1988) em que anticorpos contra P. vivax, capazes de diminuir a transmissão 
tinham um efeito oposto quando em baixas concentrações. O mesmo efeito dependente do título 
de anticorpos foi verificado durante o desenvolvimento hepático de Plasmodium yoelii (Nudelman 
et al., 1989) e em formas sanguíneas de P. falciparum (Jesuíno et al., 2006). Este efeito foi observado 
em trabalhos com outros microrganismos como vírus causador do dengue e Toxoplasma gondii 
(revisto em Nudelman et al., 1989). 
Vários antigénios de Plasmodium têm sido estudados com o intuito de produzir vacinas que 
induzem a produção de anticorpos capazes de bloquear a transmissão do parasita. Este estudo 
está centrado essencialmente em antigénios de superfície dos gâmetas extracelulares, do zigoto e 
do oocineto. 
As proteínas Pf48/45 e Pf230, expressas na superfície dos gâmetas, têm sido usadas como 
alvo para a produção de anticorpos monoclonais, que reduzem a transmissão do parasita ao 
mosquito (Carter et al., 1990; Read et al., 1994; Outchkourov et al., 2007; Outchkourov et al., 
2008). No entanto, o desenvolvimento destes candidatos a vacinas bloqueadoras de transmissão 
não avançou muito devido à dificuldade em isolar os epítopos para produzir material 
imunogénico eficiente por tecnologia recombinante in vitro (Carter, 2001). 
Moléculas de superfície do zigoto ou oocinetos também foram estudadas com vista à 
produção de vacinas de bloqueio de transmissão. Duas destas proteínas são a P25 e P28, 
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especialmente a P25 que é neste momento o candidato mais estudado para a produção de vacinas 
de bloqueio de transmissão. Estudos usando quer soros, quer anticorpos monoclonais, contra a 
Pfs25 e Pvs25 mostraram a sua capacidade como alvo, para bloquear o desenvolvimento de P. 
falciparum e P. vivax respectivamente, no mosquito (Barr et al., 1991; Arakawa et al., 2003; 
Sattabongkot et al., 2003; Arevalo-Herrera et al., 2005; Collins et al., 2006; Kubler-Kielb et al., 
2007; Miura et al., 2007; Saul et al., 2007) e a molécula TBV25H, baseada na Pfs25, entrou já em 
fase I de ensaio clínico (Malkin et al., 2005). 
Anticorpos específicos para outras proteínas de superfície do oocineto têm sido produzidos 
para estudar a função de diversas moléculas do parasita, tais como a quitinase, a WARP e a 
CTRP, e que demonstraram a capacidade de impedir a transmissão, inibindo fortemente o 
desenvolvimento esporogónico do Plasmodium (Abraham et al., 2004; Li et al., 2004). 
 
Anticorpos anti-mosquito 
Para além de anticorpos contra o próprio parasita, anticorpos direccionados contra 
moléculas do mosquito poderão ser uma alternativa para interferir no desenvolvimento 
esporogónico do parasita.  
Tecidos como o intestino, o corpo gordo ou as glândulas salivares, assim como moléculas 
do mosquito, foram usados como alvo para a produção de anticorpos que quando administrados 
aos mosquitos tiveram um efeito negativo sobre o desenvolvimento do parasita (Ramasamy e 
Ramasamy, 1990; Lal et al., 1994; Srikrishnaraj et al., 1995; Shahabuddin et al., 1996; Ramasamy et 
al., 1997; Brennan et al., 2000; Lal et al., 2001; Almeida e Billingsley, 2002; Suneja et al., 2003; 
Dinglasan et al., 2003; Dinglasan et al., 2007a; Lavazec et al., 2007). 
Além dos efeitos observados no desenvolvimento de Plasmodium, verificou-se que anti-
corpos anti-mosquito, causaram uma redução da sobrevivência do mosquito (Ramasamy et al., 
1992; Almeida e Billingsley, 1998; Lal et al., 2001; Almeida e Billingsley, 2002; Foy et al., 2003) e 
da sua fecundidade (Ramasamy et al., 1992; Almeida e Billingsley, 1998; Gakhar et al., 2001; Lal et 
al., 2001; Almeida e Billingsley, 2002; Gulia et al., 2002; Suneja et al., 2003;  Gakhar et al., 2005; 
Lavazec et al., 2007). 
Nalguns destes estudos foram caracterizadas as moléculas alvo e verificou-se que os 
anticorpos usados reconheciam antigénios glicosídicos demonstrando a importância das 
glicoproteínas no reconhecimento ou invasão do intestino médio pelos oocinetos (Lal et al., 2001; 
Dinglasan et al., 2003; Dinglasan et al., 2007a). Além disso nas experiências realizadas por Lal e 
colaboradores (2001) anticorpos produzidos contra antigénios de A. gambiae, diminuiram a 
sobrevivência e reprodução de mais quatro espécies de mosquito do género Anopheles (A. stephensi, 
A. albimanus, Anopheles freeborni e Anopheles farauti) e também diminuíram a transmissão de P. 
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falciparum e P. vivax a várias destas espécies, indicando que existe um certo nível de conservação 
entre os epítopos das moléculas do intestino médio. 
 
I.4.2.2- Sistema do complemento 
O sistema do complemento é composto por um conjunto de proteínas solúveis, ou ligadas 
a membranas que servem como sensores e activadores do sistema imunológico. O sistema do 
complemento pode ser activado por complexos antigénio/anticorpo, lectinas que ligam a manose 
e ficolinas que se ligam à proteína C-reactiva, resultando na activação de três vias distintas do 
complemento, normalmente designadas de via clássica, via das lectinas e a via alternativa. 
Contudo, todas elas culminam na activação da C3 (molécula 3 da via do complemento) que leva 
ao recrutamento de moléculas proinflamatórias, opsonização do agente patogénico e à formação 
do complexo de ataque de membrana (MAC). (revisto por Wills-Karp, 2007). 
Vários estudos têm sido feitos de modo a avaliar possíveis efeitos de componentes deste 
sistema no desenvolvimento esporogónico do parasita. Foi demonstrado que vários componentes 
do sistema do complemento estão activos durante várias horas após a refeição sanguínea, 
inclusive o MAC, apesar da sua actividade se tornar cada vez mais fraca ao longo do tempo 
(Grottendorst e Carter, 1987; Margos et al., 2001).  
Por outro lado verificou-se que os zigotos parecem estar protegidos contra o complemento 
do seu hospedeiro normal nas primeiras horas. Os zigotos de P. gallinaceum, possuem 
componentes à superfície que os tornam resistentes à APC (via alternativa do complemento) da 
galinha, durante as primeiras seis horas (Grotendorst et al., 1986).  
A espécie de malária murina, P. yoelii, por outro lado, mostrou ser sensível a moléculas do 
complemento presentes na refeição sanguínea. Mosquitos A. stephensi alimentados em murganhos 
DBA/2 (deficientes em C5) mostraram um número de oocistos significativamente superior ao 
dos mosquitos alimentados em murganhos BDA/1 (não deficientes em C5), mais ainda quando o 
soro de DBA/2 foi suplementado com C5 os níveis de infecção foram semelhantes (Tsuboi et al., 
1995). Contudo, uma experiência semelhante, utilizando P. berghei, em estirpes de murganho 
DBA/2 e BALB/c (não deficiente em C5), não mostrou diferenças na infecção (Sinden et al., 
1996). As diferenças observadas poderão dever-se à velocidade com que o parasita se desenvolve 
no mosquito ficando mais ou menos tempo exposto às moléculas do complemento (Vaughan et 
al., 1994; Tsuboi, 1995). 
Em estudos in vitro com P. falciparum, observou-se a lise de gâmetas por efeito do 
complemento apenas na presença de anticorpos anti-Pfs230, um antigénio de superfície dos 
gametócitos e não na presença de outros antigénios específicos dessa fase sexual, tais como 
Pfs48/45 e Pfs 27/25 (Healer et al., 1997). Um estudo mais recente usando soros de portadores 
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de gametócitos, dos Camarões, verificou a importância de anticorpos anti-Pfs230 no bloqueio de 
transmissão de P. falciparum, mas não observaram qualquer efeito devido à presença de 
complemento activo (Gouagna et al., 2007). 
Estes estudos demonstram que o efeito do complemento poderá variar de acordo com o 
estado imune do hospedeiro vertebrado e com a combinação parasita/mosquito usada, mas em 
geral não parece ser um factor determinante na transmissão. 
 
I.4.2.3- Leucócitos 
A refeição sanguínea não apresenta condições ideais para a actividade fagocítica, no entanto 
os parasitas, após activação e exflagelação dos gâmetas, podem ser fagocitados na refeição 
sanguínea, por neutrófilos e monócitos (Sinden e Smalley, 1976). 
Lensen e colaboradores (1997) verificaram que a fagocitose de P. falciparum na refeição 
sanguínea no intestino médio do mosquito é mais elevada na presença de soros de áreas 
endémicas e que o bloqueio de transmissão de alguns desses soros está relacionado com a 
presença de leucócitos. 
Estes estudos parecem indicar que a fagocitose na refeição sanguínea é dependente de 
anticorpos opsonizadores e embora possa ter algum efeito no bloqueio de transmissão é pouco 
provável que tenha um impacto significativo na infecção, quando existe um grande número de 
parasitas na refeição sanguínea. Mais ainda, os leucócitos não actuam de forma independente e a 
sua capacidade fagocitária pode variar conforme a presença de anticorpos, factores do 
complemento e citocinas presentes na refeição sanguínea (Lensen et al., 1997; Naotunne et al., 
1993). 
 
I.4.2.4- Citocinas e NO 
No hospedeiro vertebrado, a resposta imune adaptativa à malária, depende essencialmente 
da imunidade mediada por citocinas libertadas por células T auxiliar (Th), Th1 e Th2. As células 
Th1 iniciam imunidade mediada por células necessária à eliminação de organismos intracelulares 
e a Th2 inicia resposta humoral (revisto em Luty et al., 2000). A protecção contra a malária parece 
estar dependente da produção de níveis elevados de IL-12 (Luty et al., 2000), e em diversos 
modelos (Gyan et al., 1994; Jacobs et al, 1995; Stevenson et al., 1995; Jacobs et al., 1996) parece ser 
mediada essencialmente pelo óxido nítrico (NO), que é induzido pelo TNF-α e IFN-γ (Stevenson 
et al., 1995; Yoshimoto et al., 1998) e parece estar sob controlo da TGF-β (Vodovotz, 1997). A 
NO é uma molécula efectora do sistema imunológico, conferindo uma protecção inespecífica 
contra diversos agentes patogénicos, e a sua produção é induzida pela iNOS (óxido nítrico 
sintetase induzível) (Fang, 1997).  
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Estas citocinas, em indivíduos infectados, poderão ter um efeito na transmissão do 
Plasmodium ao mosquito. Os gametócitos de Plasmodium cynomolgi são inactivados em macacos 
Toque, devido a TNF e IFN-g (Naotunne et al., 1991), e gametócitos de P. vivax são inactivados 
por acção da IFN-γ (Karunaweera et al., 1992). No entanto estas citocinas necessitam de outros 
componentes “acessórios”, e Naotunne e colaboradores (1993) verificaram que em P. falciparum 
esse efeito é dependente de TNF, de NO e da presença de leucócitos.  
Em P. berghei verificou-se que a transmissão a mosquitos A. stephensi, é mais alta antes de 
atingir o pico de gametocitémia, o que se deve ao desenvolvimento de propriedades de bloqueio 
de transmissão do soro dos murganhos a partir dos dias 4 e 5, e que esta propriedade é causada 
por factores do soro que não são anticorpos (Fleck et al., 1994). A mesma propriedade foi 
observada em infecções de P. yoelii em que o soro do quinto dia de infecção apresenta bloqueio 
de transmissão que se verificou ser dependente de NO, pois o efeito foi revertido pela 
administração de monoacetato de NG-monometil-L-arginina (L-NMME), um inibidor específico 
de NO (Cao et al, 1998a). Este efeito tem lugar no hospedeiro vertebrado e torna os gametócitos 
incapazes de produzir gâmetas (Cao et al., 1998b). 
Recentemente verificou-se ainda que o TGF-β1, regulador da iNOS no hospedeiro 
vertebrado, é ingerido e depois activado no intestino médio do mosquito de A. stephensi, onde é 
reconhecido pelas células do mosquito, induzindo a expressão NOS e consequente aumento de 
produção de NO (Luckhart et al., 2003), que é um factor limitante da infecção no mosquito 
(Luckhart et al., 1998; Peterson et al., 2007).  
 
I.4.3- Fármacos  
Os estudos de fármacos anti-maláricos têm sido desenvolvidos essencialmente por motivos 
clínicos, contra as fases assexuais do sangue, com acção eficaz especialmente contra esquizontes. 
Se infecções de Plasmodium forem tratadas com fármacos que não sejam gametócidas, os 
gametócitos persistirão durante vários dias no sangue. 
 O uso de fármacos gametócidas e/ou esporonticidas é importante para prevenir a 
transmissão do parasita. A primaquina é um fármaco bastante eficaz na eliminação de 
gametócitos quando usado em conjunto com sulfadoxina/pirimetamina (SP) e artesunato 
(Pukrittayakamee et al., 2004; Shekalaghe et al., 2007), mas não apresenta actividade 
esporozonticida (Teklehaimanot et al., 1985).  
Também terapias de combinação com artemisinina têm função de bloqueio de transmissão, 
reduzindo a gametocitémia e consequentemente a transmissão aos mosquitos, no entanto essa 
protecção pode não ser completa, visto após tratamento ainda serem detectados gametócitos a 
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nível sub-patente que podem contribuir para a transmissão (Targett et al., 2001; Bousema et al., 
2006; Schneider et al., 2007).  
Estudos com SP têm mostrado resultados antagónicos. Alguns estudos referem que a SP 
causa um aumento da gametocitémia, o que poderá ter um efeito positivo na transmissão (Puta e 
Manyando, 1997; Hogh et al., 1998; von Seidlein et al., 2001; Barnes e White, 2005). Outro estudo 
mostrou que o tratamento preventivo com SP é capaz de prevenir o aparecimento de 
gametócitos (Dunyo et al., 2006) e outros trabalhos referem que a SP (Robert et al., 2000) e a 
pirimetamina isoladamente (Teklehaimanot et al., 1985) são esporonticidas. 
A cloroquina, um fármaco usado à escala mundial durante muitos anos, potencia a 
transmissão do parasita ao mosquito (Enosse et al., 2000), causando um aumento de gametócitos 
circulantes (Buckling et al., 1997; Buckling et al., 1999) e/ou aumentando a infectividade do 
parasita ao mosquito (Ichimori et al., 1990; Hogh et al., 1998; Buckling e Read, 1999; Abrantes et 
al., 2005). Foi também demonstrado que a cloroquina afecta a expressão de genes do sistema 
imunológico do hospedeiro vertebrado (Weber e Levitz, 2000; Weber et al., 2002) e do mosquito 
(Abrantes et al., 2005). O aumento da transmissão causado pela cloroquina é um dos factores 
apontados para que a resistência a este fármaco se tenha espalhado tão rapidamente, algo que 
provavelmente poderia ter sido evitado usando a cloroquina em combinação com um fármaco 
capaz de bloquear a transmissão, eliminando os gametócitos. 
Vários outros fármacos têm capacidade de afectar a transmissão. A tafenoquina, afecta 
todas as fases de desenvolvimento do parasita (Ponsa et al., 2003). O malarone, um fármaco que 
combina atovacona e proguanil, reduz significativamente a transmissão de P. falciparum e P. berghei 
(Enosse et al., 2000).  
O cicloguanil (Teklehaimanot et al., 1985), assim como quatro diacetonas de dihidroacridina 
(Coleman et al., 2001; Ponsa et al., 2003) mostraram acção esporonticida. Várias outros 
compostos são gametócidas, tais como a riboflavina (Akompong et al., 2000), a elubaquina que é 
análoga da primaquina (Puri e Dutta, 2005) e inibidores de pironaridina e de DNA topoisomerase 
II (Chavalitshewinkoon-Petmitr et al., 2000). 
A presença de fármacos poderá ser mais um factor a afectar a transmissão do Plasmodium ao 
mosquito vector, quer alterando o número e infecciosidade dos gametócitos quer afectando o 
desenvolvimento esporogónico, actuando a nível do parasita ou do mosquito vector. 
 
I.4.4- Outras infecções 
Em areas endémicas é comum haver pessoas cronicamente infectadas com parasitas de 
diferentes genótipos (infecção múltipla), ou mesmo várias espécies de Plasmodium (infecção 
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mista), mas a questão de como cada população de parasitas altera o curso de infecção de outra 
está ainda muito pouco estudado.  
Obervações epidemiológicas parecem mostrar algum tipo de interacção biológica entre P. 
falciparum e P. vivax (Haghdoost e Alexander, 2007). Vários estudos sugerem que infecções com 
outras espécies de Plasmodium poderão levar ao desenvolvimento de uma protecção imunológica 
suficiente para atenuar a gravidade clínica de infecções por P. falciparum (Black et al., 1994; 
Maitland et al., 1996; Luxemburger et al., 1997; Price et al., 1997), no entanto tal não é consensual 
e um estudo recente sugere que os mecanismos de aquisição de imunidade deverão ser diferentes, 
entre P. vivax e P. falciparum (Michon et al., 2007). A produção de gametócitos de P. falciparum é 
aumentada pela infecção prévia ou concomitante de P. malariae, pelo contrário a infeccção por P. 
falciparum não afecta ou leva a uma redução da produção de gametócitos por P. malariae 
(McKenzie et al., 2002). 
A análise da prevalência de infecções mistas em diversas áreas tem mostrado uma sub-
representação da combinação P. falciparum/P. vivax (Maitland et al., 1996; McKenzie e Bossert, 
1997; McKenzie e Bossert, 1999) e em contraste parece haver um excesso de infecções mistas de 
P. falciparum/P. malariae (Barnish et al., 1993; Pinto et al., 2000; Arez et al., 2003). 
Arez e colaboradores (2003) observaram na Guiné-Bissau diferentes associações de 
espécies no hospedeiro Humano, onde a maior prevalência é da associação P. falciparum/P. 
malariae, em relação ao mosquito vector, onde a associação de maior prevalência é P. falciparum/P. 
ovale. Estes autores verificaram ainda que as infecções com P. falciparum em mosquitos apresentam 
menos variedade de genótipos que o hospedeiro humano. 
Um estudo usando 3 clones diferentes de Plasmodium chabaudi mostrou que provavelmente a 
competição entre os clones é elevada diminuindo a taxa de crescimento dos parasitas, mas que 
por outro lado torna a infecção mais difícil de combater pelo sistema imunológico do hospedeiro 
vertebrado. Também a transmissão aos mosquitos foi mais baixa na infecção policlonal, sendo o 
número de gametócitos mais baixo na infecção múltipla (de Roode et al., 2003). No entanto 
resultados contrários foram observados noutro estudo com dois clones distintos de P. chabaudi, 
onde o potencial de transmissão de infecções múltiplas foi mais alto do que o de infecções 
simples, verificando-se a existência de um maior número de gametócitos na infecção mista 
(Taylor et al., 1997).  
Estudos de infecções múltiplas de P. chabaudi com diferentes virulências têm mostrado uma 
tendência para selecção das estirpes mais virulentas (de Roode et al., 2005) e que essa selecção é 
também dependente do hospedeiro vertebrado, verificando-se que as estirpes virulentas são 
preferencialmente seleccionadas em murganhos mais resistentes à infecção, enquanto que em 
murganhos menos resistentes a vantagem das estirpes mais virulentas é diluída (de Roode et al., 
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2004; Raberg et al., 2006). Também foi observado, em P. chabaudi, que a composição clonal no 
hospedeiro vertebrado é semelhante à observada no mosquito, implicando que a competição no 
hospedeiro vertebrado será determinante para o sucesso da transmissão (Taylor e Read, 1998; de 
Roode et al., 2005) 
A competição interespecífica entre P. gallinaceum e Plasmodium juxtanucleare foi observada, ao 
nível da fertilização na refeição sanguínea, sendo a transmissão de P. gallinaceum significativamente 
afectada. Esta interacção poderá ser importante ao ponto de definir restrição geográfica a P. 
gallinaceum, que não será capaz de se transmitir convenientemente em zonas de transmissão de P. 
juxtanucleare (Paul et al., 2002). 
Além de infecções mistas e múltiplas de Plasmodium, outras espécies de microorganismos 
poderão estar presentes no hospedeiro vertebrado e afectar a transmissão ao mosquito. 
Em macacos observou-se que infecções com um micoplasma hemotrófico (Neimark et al., 
2002) e com Haemobartonella sp. (Contamin e Michel, 1999), influenciam a infecção de P. 
falciparum. Em ratos, Haemobartonella muris e P. berghei têm um efeito sinergístico, em que P. berghei 
activa H. muris latente e por sua vez H. muris causa um aumento da parasitémia de P. berghei (Hsu 
e Geiman, 1952). Segundo estes autores o efeito positivo sobre a infecção por P. berghei será 
provavelmente devido a um aumento da eritropoiese, como resposta à anemia causada por H. 
muris, que leva a um aumento de novos eritrócitos que são preferencialmente invadidos por P. 
berghei. Ott e Stauber (1967) verificaram que infecções de P. chabaudi em murganhos 
contaminados com Eperythrozoon coccoides se mantinham num nível baixo e crónico raramente 
resultando em morte, ao contrário de infecções na ausência de E. coccoides que são agudas e 
causam sempre a morte do murganho. 
A co-infecção de parasitas helmintas com Plasmodium está ainda pouco estudada, 
especialmente o seu efeito na transmissão de Plasmodium. Vários estudos têm obtido resultados 
contraditórios, especialmente com Ascaris (Nematoda) e Schistosoma (Platihelminta), mostrando 
efeitos quer sinergistas quer antagonistas (revisto em Mwangi et al., 2006). Em murganhos, a 
filária Litomosoides sigmodontis potencia a infecção com P. chabaudi, provavelmente por alterar a 
resposta imune de Th1 para Th2 (Graham et al., 2005). Um estudo recente com Schistosoma 
hematobium, que se verificou ser antagonista da infecção por Plasmodium, impedindo a agudização 
da doença em crianças, propõe que esta protecção se deve a um enriquecimento de uma resposta 
Th2 (Lyke et al., 2006). Outros estudos verificaram que a co-infecção de murganhos com P. yoelii 
e Echinostoma caproni (Platihelminta) leva a um aumento de parasitémia de P. yoelii (Noland et al., 
2005) e a um aumento da transmissão a mosquitos A. stephensi, comparando com a transmissão a 
partir de murganhos com infecções simples de P. yoelii (Noland et al., 2007). 
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Existem ainda poucos trabalhos acerca das infecções múltiplas e mistas, quer seja com 
diferentes espécies de Plasmodium quer seja com outras espécies de parasitas, de modo que pouco 
se sabe ainda sobre de que forma os parasitas interagem e como isso afecta a infecção. Esse 
conhecimento é ainda mais escasso quanto ao seu efeito na transmissão ao mosquito, ou sobre o 
efeito no desenvolvimento esporogónico.  
 
I.5- Factores do mosquito  
O mosquito dispõe de diversos mecanismos de defesa, directa ou indirecta contra a invasão 
de agentes patogénicos, como é o caso de parasitas do género Plasmodium. Enzimas digestivas e 
membrana peritrófica serão consideradas como meios de defesa indirectos, mas o mosquito 
dispõe de outros sistemas de defesa que envolvem alterações no epitélio, e uma resposta imune 
produzida por diferentes órgãos como o intestino médio, hemócitos, corpo gordo e glândulas 
salivares. 
 
I.5.1- Matriz peritrófica e enzimas digestivas 
A matriz peritrófica do mosquito forma-se à volta da refeição sanguínea e é essencialmente 
constituída por quitina, proteínas e proteoglicanos. A sua função tem sido bastante discutida, 
podendo ter uma função de contenção, aglutinando a massa sanguínea, de forma a facilitar a 
digestão. Assim poderá possivelmente servir como primeira barreira a agentes estranhos 
presentes no sangue, como parasitas. Em Aedes aegypti verificou-se ainda que está ligada à 
destoxificação do heme, produzido durante a digestão da hemoglobina dos glóbulos vermelhos, 
que se liga à matriz peritrófica, atingindo um máximo de acumulo por volta das 48 horas pós-
alimentação (Pascoa et al., 2002). 
A matriz peritrófica de Ae. aegypti difere na sua composição oligosacarídica (N-acetil 
glucosamina) da de A. stephensi (N-acetil galactosamina) (Rudin e Hecker, 1989). Estes autores 
sugerem que a composição da matriz peritrófica poderá influenciar a especificidade do parasita ao 
tipo de mosquito que infecta, visto apenas os mosquitos do género Anopheles serem capazes de 
suportar o desenvolvimento das espécies de Plasmodium que infectam o Homem.  
Embora no modelo P. gallinaceum/Ae. aegypti se tenha observado que a matriz peritrófica 
reduz a infecção (Billingsley e Rudin, 1992) em geral a matriz peritrófica parece não ser um factor 
importante na infecção do mosquito por Plasmodium humano e murino.  
As enzimas digestivas poderão ter um papel no desenvolvimento do Plasmodium (Feldmann 
et al., 1990; Warbur e Miller, 1991; Shahabuddin et al., 1995; Beier, 1998). O pico de produção de 
oocinetos de P. falciparum no intestino médio de mosquitos das espécies A. gambiae, Anopheles 
freeborni e A. albimanus dá-se na altura de actividade máxima das proteases e por isso os autores 
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advogam que as enzimas digestivas por si só não serão um factor limitante do desenvolvimento 
esporogónico (Chege et al., 1996).  
Shahabuddin e colaboradores (1995) verificaram que a inibição experimental da tripsina de 
Ae. aegypti bloqueia a transmissão de P. gallinaceum, pois o parasita produz uma quitinase, 
necessária para atravessar a matriz peritrófica, que é activada por essas proteases. Noutro estudo 
que comparou a actividade proteolítica de tripsina e aminopeptidase em estirpes de Ae. aegypti 
suscepetível (Red) e refractárias (Moyo-R e Formosus) chegou-se à conclusão que esse factor não 
era determinante para definir a refractoriedade do mosquito (Kaplan et al., 2001). As enzimas 
proteolíticas parecem ter dois efeitos opostos no sucesso de transmissão do parasita: por um lado 
danificam os oocinetos e por outro activam a sua quitinase, factor necessário para atravessar a 
matriz peritrófica. Assim, as enzimas digestivas poderão afectar o desenvolvimento do parasita 
mas não são um factor com impacto suficiente para determinar a susceptibilidade do mosquito 
(Chege et al., 1996; Kaplan et al., 2001).  
 
I.5.2- Resposta do mosquito à infecção. Sistema imunológico do mosquito. 
O sistema imunológico dos mosquitos é um sistema inato e actua essencialmente nos 
epitélios e no sistema circulatório aberto dos mosquitos (hemocélio), envolvendo os hemócitos e 
o corpo gordo. O sistema imunológico do mosquito usa, na defesa contra o Plasmodium, 
mecanismos desenvolvidos contra infecções bacterianas, mas no entanto alguns destes 
mecanismos parecem ser usados especificamente na reposta à infecção por Plasmodium e o sistema 
imunológico do mosquito tem mesmo a capacidade de apresentar respostas imunes diferenciadas 
contra diferentes espécies de Plasmodium (Tahar et al., 2002; Dong et al., 2006).   
 
I.5.2.1- Resposta epitelial do mosquito à invasão por Plasmodium. 
A invasão do epitélio do intestino médio de A. stephensi por oocinetos de P. berghei causa 
danos severos ao tecido epitelial, pois os oocinetos normalmente executarem movimentos 
laterais, invadindo mais que uma célula. Como resposta a célula epitelial perde as 
microvilosidades e é induzida a expressão da NOS. A indução da NOS é um importante 
mecanismo de defesa do epitélio, capaz de limitar a sobrevivência do parasita (Luckhart et al., 
1998) através da produção de NO. As células epiteliais entram em apoptose, sendo normalmente 
expelidas para o lúmen do intestino médio (Han et al., 2000). O gene da Serpina 10 (srpn10) 
provavelmente está envolvida neste processo de resposta do epitélio, verificando-se a sua 
translocação do núcleo para o citoplasma, assim como um grande aumento de expressão, em A. 
stephensi e A. gambiae como resposta à infecção (Danielli et al., 2005). À medida que a apoptose 
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avança a célula apresenta elevados níveis de nitração e a srpn10 é altamente expressa (Kumar et al., 
2004).        
A resposta epitelial à invasão vai variar consoante o par parasita hospedeiro. No sistema A. 
gambiae/P. berghei não se verifica uma resposta do epitélio tão evidente como a observada em A. 
stephensi/P. berghei: há menos apoptose e não há extrusão celular sendo os parasitas mortos 
essencialmente por lise no espaço extracelular (Shiao et al., 2006). A comparação da resposta de 
Ae. aegypti e A. stephensi demonstrou que as células danificadas são expulsas em ambos os 
mosquitos mas por diferentes mecanismos, verificou-se também que a resposta epitelial de A. 
stephensi a P. berghei é distinta da reacção a P. gallinaceum e da resposta de Ae. aegypti a P. berghei e P. 
gallinaceum (Gupta et al., 2005). Por outro lado na combinação A. stephensi/P. falciparum observa-se 
a extrusão mais rápida das células, algumas ainda com oocinetos dentro, provavelmente devido à 
temperatura ambiente usada neste sistema experimental ser mais alta do que nas experiências com 
P. berghei  (Baton e Ranford-Cartwright, 2004). 
Foi ainda observada em diversos mosquitos e combinações de espécies a formação de uma 
zona fibrilar, sem organelos e rica em actina, no ponto de contacto das células epiteliais com o 
oocineto. Pensa-se que esta formação poderá ser uma resposta aos danos causados à célula ou 
mesmo um mecanismo de defesa, apesar de nunca ter sido provado o seu envolvimento na morte 
de parasitas (revisto por Shiao et al., 2006). 
 
I.5.2.2- Receptores de reconhecimento de padrões 
Em geral a resposta imune do mosquito inicia-se após a detecção de agentes “externos”, 
feita através de receptores que reconhecem padrões moleculares associados a agentes 
patogénicos, presentes em micoorganismos mas não em células eucarióticas, tais como 
lipopolissacáridos (LPS), peptidoglicano (PGN) e β-1-3-glicanos (Christophides et al., 2004). 
Várias classes de receptores de padrões estão já identificadas em Anopheles. Algumas das 
principais classes estudadas são: proteínas de reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP); 
proteínas contendo tioester (TEP); proteínas que se ligam a bactérias gram(-) (GNBP); proteínas 
do sistema imunológico ricas em leucina (LRIM) e lectinas de tipo C (CTL) (Osta et al., 2004a).  
Os PGRPs podem ser solúveis ou transmembranares e em A. gambiae foram até agora 
descritos 7 PGRPs, 3 da subfamília PGRPs curtos (PGRP-S1, PGRP-S2 e PGRP-S3) e quatro da 
subfamília PGRPs longos (PGRP-LA, PGRP-LB, PGRP-LC e PGRP-LD) (Christophides et al., 
2002). O PGRP-LB é sobreregulado por infecção com P. berghei, mantendo um elevado nível de 
expressão ao longo de todo o ciclo de vida do parasita (Dimopoulos et al., 2002; Christophides et 
al., 2002).  
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A generalidade dos GNBPs são sobreregulados após infecções bacterianas. Em A. gambiae 
foram até agora descobertas 6 possíveis GNBPs, que estão divididas em 2 sub-famílias, a A à qual 
pertencem todas a GNBP descritas para Drosophila e a família B que é especifica de mosquitos 
(Christophides et al., 2002). Warr e colaboradores (2008) caracterizaram as diferentes GNBP de 
A. gambiae mostrando que a GNBPB4 é um componente importante na defesa contra vários 
patogénios estando envolvido na resposta contra bactérias e P. berghei enquanto as outras GNBP 
serão mais específicas na sua acção, como a GNBPBA2 e a B3 terão um papel importante na 
defesa contra P. berghei e P. falciparum.  
A TEP1 inclui um motivo tioester altamente conservado em relação ao da C3, componente 
principal do sistema do complemento em mamíferos, e ao da α-2-macroglobulina, e possui 
actividade tipo opsonina promovendo a fagocitose de bactérias por hemócitos (Levashina et al., 
2001). Em A. gambiae a TEP1 é essencial para a morte de parasitas (Blandin et al., 2004; Shiao et 
al., 2006) e também para a sua melanização (Shiao et al., 2006). O gene da TEP4 é também 
imunoregulado em A. gambiae, respondendo especificamente à infecção por P. berghei e não a 
bactérias (Oduol et al., 2000). 
As moléculas CTLMA2 (lectina de tipo C que se liga à manose) e CTL4 parecem ter um 
efeito agonista para o parasita e quando são silenciados verifica-se um grande aumento de 
melanização em estirpes de A. gambiae que geralmente não melanizam o parasita (Osta et al., 
2004b).  
A LRIM1, tem grande impacto no desenvolvimento do parasita no mosquito vector e a sua 
acção parece estar de alguma forma relacionado com a das CTLMA2 e CTL4 (Osta et al., 2004b). 
A expressão destas duas lectinas tipo C e do gene LRIM1 é aumentada às 24h pós-infecção na 
carcassa de mosquito onde são substancialmente mais expressas do que no intestino médio. O 
aumento de expressão às 24 h, na altura em que os oocinetos estão a atravessar o epitélio do 
intestino médio, pode indiciar um mecanismo de sinalização ainda desconhecido entre os orgãos 
de mosquito (Osta et al., 2004b).O LRIM1 verificou-se ainda estar envolvido na melanização 
(Warr et al., 2006). 
  
I.5.2.3- Modulação de sinal e transdução 
O próximo passo da resposta, geralmente passa pela modulação de sinal e transdução, 
desencadeado pelo reconhecimento de moléculas estranhas. 
 
Modulação de sinal 
O sinal desencadeado pelo reconhecimento de moléculas estranhas é amplificado 
inicialmente por uma uma cascata proteolítica, em que proteases serínicas  amplificam o sinal, 
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activando outras proteínas por clivagem. Nesta cascata são muito importantes as proteases 
serínicas com domínio CLIP, que estão envolvidas no processo que leva à expressão de péptidos 
antimicrobianos (Gorman et al., 2000b; Ligoxygakis et al., 2002), coagulação (Gorman e 
Paskewitz, 2001) e melanização (Gorman et al., 2000b; Paskewitz et al., 2006) na hemolinfa. As 
proteases serínicas de domínio CLIP foram divididas em quatro subclasses: CLIPA, CLIPB, 
CLIPC e CLIPD. 
As proteases serínicas de A. gambiae CLIPB1, CLIPB4, CLIPB9, CLIPB14 e CLIPB15 
estão envolvidas na resposta imune tanto a bactérias gram(-) como a Plasmodium (Gorman et al., 
2000a; Gorman et al., 2000b; Volz et al., 2005). Várias proteínas de domínio CLIP têm ainda 
importantes papeis na melanização: as CLIPA2, CLIPA5 e CLIPA7 suprimem a melanização, 
enquanto a CLIPA8 e as CLIPB3, CLIPB4 e CLIPB17 têm efeito positivo na melanização 
(revisto por Barilla-Mury, 2007), o efeito de diversas destas proteínas é, no entanto variável de 
acordo com a estirpe de mosquito estudada.  
A amplificação de sinal pelas cascatas enzimáticas de proteases serínicas está sob controlo 
das serpinas (inibidores de proteases serínicas), que actuam como substractos irreversíveis 
fazendo ligações covalentes com o local activo da enzima. Três serpinas (srpn1, srpn2 e srpn3) de 
A. gambiae foram estudadas por genética reversa (RNAi) e quando a srpn2 foi silenciada, 
observou-se um grande aumento na melanização e diminuição drástica do desenvolvimento de 
oocinetos para oocistos (Michel et al., 2005). O silenciamento com dsRNA da expressão da srpn6, 
que é normalmnte produzida nas células do epitélio do mosquito como resposta à infecção por 
Plasmodium, leva a que os oocinetos sejam mortos de forma mais lenta e ao mesmo tempo causam 
um aumento da melanização em conjunto com a CTL4 (Abraham et al., 2005). 
 
Transdução de sinal 
Em Drosophila foram identificadas duas vias principais de transdução de sinal: a via Toll e a 
via Imd (revisto por Hoffmann e Reichhart, 2002). A caracterização destas vias em Drosophila 
permitiu um avanço mais rápido do estudo destas vias em Anopheles (ver figura I.3). 
A via Toll é activada após clivagem proteolítica da proteína Spaetzle que se liga 
directamente ao receptor de membrana Toll. O Toll tem um domínio intracitoplasmático, o TIR 
(Toll Il-1R) que após activação recruta 3 proteínas com o domínio death: MyD88, Tube e Pelle, 
funcionando as duas primeiras como adaptadores. Este complexo sinaliza dois factores de 
transcrição tipo Rel/NFkB: Dorsal e Dif, causando a dissociação do Cactus, uma proteína 
inibidora. A Dif está essencialmente ligada à activação da expressão de genes efectores da 
resposta imune ao ser translocada para o núcleo após dissociação do Cactus (revisto em Osta et 
al., 2004a).  
 
25 
Bactérias
Gram(+) Fungos
Cascata de 
proteases serínicas
Toll
Núcleo
Pelle
Tube
Pro-spz spz
Cactus
Dif
MyD88
Péptidos 
antimicrobianos
Citoplasma
Espaço 
extra-celular
Núcleo
Citoplasma
Espaço 
extra-celular PGRP-LC
Imd
Dredd
dFADD
IKK-γ
IKK-β
dTAK
Péptidos 
antimicrobianos
Relish
Bactérias
Gram(-)
Genes do 
citoesqueleto
JNK
Hop/JAK
STAT
Citoplasma
Núcleo
Factores de 
opsonização
DOME
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    A                                 B                                                            C                           
 
Figura I.3- Esquema simplificado das vias de transdução de sinal do sistema imunológico 
de Drosophila. A- Via Toll; B- Via Imd; C- Via JAK/STAT. 
 
Em A. gambiae apesar de terem sido identificadas 10 proteínas semelhantes ao Toll e 6 
semelhantes à Spaetzle, assim como a MyD88, Tube e Pelle, nenhum homólogo de Dif foi 
encontrado em A. gambiae. A Rel1 que é um ortólogo no mosquito da Dorsal, foi caracterizado e 
verifca-se que se transloca para o núcleo após infecção bacteriana, mas não por Plasmodium.  
Em Drosophila a via Imd é activada por infecção com bactérias gram(-) que leva à clivagem 
de outra proteína da família Rel/NFkB, a Relish, provavelmente através da caspase Dredd, que 
leva à libertação do domínio de homologia com o Rel, da Relish do seu domínio inibitório C-
terminal. Ainda não é claro qual o receptor transmembranar desta via mas o PGRP-LC parece 
estar envolvido no processo (Osta et al., 2004a). A activação intracelular da via inicia-se com o 
recrutamento de Imd, uma proteína com dominio death. O processo entre a activação da Imd e a 
activação do Relish provavelmente envolve a dTAK1 (uma proteína cinase) e a dFADD (uma 
proteína com domínio death). 
Em A. gambiae a Rel2 foi identificada como ortóloga da Relish (Osta et al., 2004a) e produz 
duas formas por splice alternativo: a Rel2-f (longa) e a Rel2-s (curta), estando cada uma dessas 
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formas ligadas à resposta imune contra bactérias gram(+) e gram(-), respectivamente. Verificou-
se ainda que a cascata de sinalização Imd/Rel2-f limita a intensidade da infecção do mosquito por 
P. berghei (Meister et al., 2005). O mesmo estudo mostrou também que a via de sinalização imune 
Imd e o Rel2-f regulam, entre outros, a expressão dos péptidos antimicrobianos Cecropina-1, 
Cecropina-3 e Gambicina-1 e do LRIM1 (Meister et al., 2005). 
Outra via, denominada de JAK/STAT, poderá também estar envolvida na resposta imune. 
Esta via existe nos mamíferos e já foi identificada em Drosophila essencialmente com funções no 
desenvolvimento embrionário (Christophides et al., 2004). Esta via inclui um receptor, 
denominado de DOME que é activado por uma molécula tipo citocina, levando à sua 
fosforilação pela proteína cinase associada ao receptor, a JAK. Esse processo leva à activação do 
STAT citoplasmático que é depois translocado para o núcleo onde activam a expressão de 
diversos genes (Christophides et al., 2004). A primeira evidência do envolvimento desta via na 
resposta imune, em insectos, foi devido à observação da translocação do gene STAT1 de A. 
gambiae, para o núcleo de células do corpo gordo, após infecção bacteriana (Barillas-Mury et al., 
1999).  
 
I.5.2.4- Mecanismos efectores 
Existem vários mecanismos efectores, com o objectivo de eliminar agentes patogénicos 
(figura I.4). Estes mecanismos podem ser celulares ou humorais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.4- Esquema geral da resposta imunológica de Drosophila (adaptado de Tzou et al., 
2002). 
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A fagocitose é um mecanismo efector, que é realizado por hemócitos que fagocitam 
patogéneos e células apoptóticas. Em A. gambiae verificou-se que a TEP1 tem uma actuação tipo 
opsonina do sistema do complemento, promovendo a fagocitose de bactérias gram(-) (Levashina 
et al., 2001).  
Outro mecanismo celular é a encapsulação celular, em que os hemócitos formam uma 
cápsula de várias camadas à volta de invasores de grande tamanho, normalmente parasitários, no 
hemocélio, resultando no isolamento, imobilização e morte por asfixia, oxidação e melanização 
do invasor (revisto por Osta et al., 2004a).  
A coagulação é um processo humoral, em geral de resposta a ferimentos, impedindo a 
infecção estancando a saída de hemolinfa e contribuindo para a cicatrização. Esta resposta apenas 
recentemente foi identificada em larvas de A. gambiae (Agianian et al., 2007). 
A melanização é também um processo humoral que não necessita do envolvimento de 
hemócitos, e está envolvida na regeneração de lesões e sequestração de invasores. Este 
mecanismo é desencadeado pela activação proteolítica de profenoloxidase (PPO) em 
fenoloxidase (PO), que por sua vez oxida substâncias fenólicas tais como tirosina, L-DOPA (L-
dihidroxifenilalanina) e dopamina em melanina. Em A. gambiae foram identificados 9 genes que 
codificam PPOs (PPO1 a PPO9) (Christophides et al., 2002). A melanização foi até recentemente 
considerada um processo importante na resposta imune dos mosquitos tornando-os refractários. 
No entanto estudos recentes têm apontado teorias contraditórias em que a melanização é cada 
vez mais vista como um processo de cicatrização e não como um processo que mata activamente 
os parasitas (Michel et al., 2006; Shiao et al., 2006), apesar de trabalhos anteriores indicarem o 
contrário (Michel et al., 2005). O silenciamento dos genes Fz2 (frizzled-2) e Cdc42 (cell divison cycle 
42) afecta a melanização mas não tem qualquer efeito na morte dos parasitas (Shiao et al., 2006). 
O seu papel, como causa ou efeito da morte do parasita, poderá eventualmente ser dependente 
da estirpe (Barillas-Mury, 2007).  
Os péptidos antimicrobianos são uma resposta humoral, activada pelas vias de transdução 
de sinal e são produzidos pelo corpo gordo e secretados para a hemolinfa ou então secretados 
pelo epitélio durante a resposta local. Em Anopheles vários péptidos antimicrobianos foram 
identificados: quatro defensinas, quatro cecropinas, uma atacina, uma gambicina. A defensina é 
uma molécula efectora primária, produzida pelos mosquitos em resposta à invasão por bactérias 
ou Plasmodium, em A. gambiae (Eggleston et. al., 2000), parecendo ser o oocineto a fase mais 
susceptível a este péptido anti-microbiano (Lowenberger et al., 1999). A expressão do gene da 
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cecropina 1 é também significativamente sobreregulada pela infecção por P. berghei (Christophides et 
al., 2002). A gambicina é um péptido antimicrobiano identificado apenas em Anopheles e Aedes, e a 
sua expressão é activada por E. coli e também, de forma fraca, pela infecção por P. berghei (Vizioli 
et al., 2001). 
A expressão de alguns péptidos anti-microbianos como a cecropina 3, gambicina e 
defensina assim como outras moléculas que englobam reconhecimento (LRIM1 e PGRPLC3) e 
modulação do sinal (CLIPB14) envolvidos na resposta a Plasmodium parecem ser reguladas pelo 
factor de transcrição Rel2 através da via de sinalização Imd (Meister et al., 2005) sugerindo um 
papel desta via na resposta ao Plasmodium. 
O sistema imunológico do mosquito é visto actualmente como uma possível ferramenta no 
controlo da malária, de modo que a identificação dos mecanismos efectores, que são eficazes no 
controlo do desenvolvimento do Plasmodium no mosquito, seria um passo importante para o 
desenvolvimento de mosquitos refractários. 
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II.1- OBJECTIVOS 
 
O estudo do desenvolvimento esporogónico, em todos os seus componentes, é essencial 
para o desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias de controlo da malária. Sendo um 
sistema multifactorial é necessário compreender as interacções do parasita com ambos os 
hospedeiros, vertebrado e invertebrado, assim como as interacções entre os próprios parasitas. 
Consequentemente pretendeu-se com este trabalho analisar o efeito de diferentes componentes 
da refeição sanguínea e a presença de infecções concomitantes por outra espécie de Plasmodium 
no desenvolvimento esporogónico de Plasmodium ao nível do parasita e do mosquito vector. 
 
II.1.1-Objectivos específicos: 
1- Caracterizar o efeito de múltiplas refeições sanguíneas e do seu estado imunológico no 
desenvolvimento esporogónico, através da identificação de genes do parasita e do 
vector, cuja expressão está alterada pela presença de soro imune anti-Plasmodium na 
refeição sanguínea.  
2- Optimizar um método de produção de oocinetos de P. falciparum. 
3- Caracterizar o efeito da infecção mista no desenvolvimento esporogónico  
a) Dinâmica de infecções mistas de P. falciparum e P. vivax em mosquitos A. 
albimanus.  
b) Estudo da resposta imune do mosquito à infecção individual ou concomitante 
destas duas espécies. 
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Capítulo III 
Efeito do soro imune anti-esporozoíto na 
transmissão de Plasmodium yoelii yoelii a 
Anopheles stephensi. 
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III.1- INTRODUÇÂO 
 
A malária é uma doença causada por um parasita do género Plasmodium, que é transmitida 
por um mosquito geralmente do género Anopheles. O ciclo esporogónico inicia-se quando uma 
fêmea Anopheles se alimenta de sangue infeccioso. A alimentação sanguínea é uma mistura 
complexa e a sua composição pode afectar o desenvolvimento da infecção. Moléculas do sistema 
imunológico do hospedeiro vertebrado, metabolitos de fármacos anti-maláricos e a presença de 
mais do que uma espécie ou genótipo de parasita são alguns dos factores que podem afectar o 
desenvolvimento esporogónico do parasita. 
O sistema imunológico do vertebrado pode bloquear a transmissão de Plasmodium ao 
mosquito, e em muitos estudos foi observado o efeito negativo sobre a transmissão de anticorpos 
anti-Plasmodium (Carter et al., 1990; Arakawa et al., 2003; Abraham et al., 2004; Li et al., 2004; 
Gouagna et al., 2007; Miura et al., 2007) e de anticorpos anti-mosquito (Lal et al., 2001; Almeida e 
Billingsley, 2002; Suneja et al., 2003; Dinglasan et al., 2003; Dinglasan et al., 2007a; Lavazec et al., 
2007). 
Os anticorpos anti-Plasmodium, produzidos pelo hospedeiro vertebrado podem estar 
presentes numa alimentação sanguínea infecciosa assim como em sangue de alimentações 
subsequentes do mosquito. Esses anticorpos atravessam o epitélio do intestino médio e podem 
ser detectados na hemolinfa de mosquitos Anopheles (Vaughan e Azad, 1988; Beier et al. 1989; 
Vaughan et al. 1990;). Anticorpos anti-CS são detectados até 24 horas pós-alimentação, na 
hemolinfa de A. stephensi (Vaughan e Azad, 1988; Vaughan et al. 1990), até 36 horas na hemolinfa 
de A. gambiae e até 3 dias depois de ligados aos esporozoítos (Beier et al. 1989). 
Contudo o bloqueio de transmissão por anticorpos parece ser dependente da quantidade e 
o efeito oposto foi observado com o uso de anticorpos em baixa concentração. Vaughan e 
colaboradores (1988) verificaram que quando mosquitos infectados foram alimentados 
artificialmente, por membrana, com soro contendo anticorpos anti-esporozoíto, o número de 
esporozoítos recuperados das glândulas salivares, assim como a sua infectividade, foi maior do 
que em mosquitos alimentados em soro naive. Verificou-se também que anticorpos anti-
Plasmodium que podem suprimir a infecção de P. vivax têm o efeito contrário quando em baixas 
concentrações (Peiris et al. 1988), sendo o mesmo observado com soro diluído de indivíduos 
imunes em infecções com P. vivax (Gamage-Mendis et al. 1992) e P. falciparum (Graves et al. 1988).  
Anticorpos adquiridos naturalmente ou através de vacinas poderão assim ter um efeito 
importante não só para a resposta individual à malária mas também na transmissão, podendo 
mesmo aumentá-la de forma indesejada, o que pode ter grande impacto na implementação de 
vacinas e no controlo da malária em regiões endémicas. 
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Até agora o sucesso do controlo da malária em diversas regiões do planeta tem sido muito 
reduzido, especialmente porque não existem vacinas eficazes na prevenção da infecção por 
Plasmodium. Métodos de bloqueio de transmissão de Plasmodium que sejam capazes de impedir o 
desenvolvimento do parasita no próprio mosquito, poderão ser de crucial importância no 
controlo da malária.  
Com este trabalho pretendeu-se estudar como é que sucessivas alimentações sanguíneas e a 
presença de anticorpos anti-Plasmodium de Rattus rattus, afectam o desenvolvimento esporogónico 
de Plasmodium yoelii yoelii. Para tal foi usado um método que permite identificar genes 
diferencialmente expressos após determinado tratamento: differential display PCR (DDRT-PCR) 
(Schroeder et al. 1999). Com esta técnica foram identificados genes diferencialmente expressos de 
Plasmodium e Anopheles, após tratamento com soro imune contendo anticorpos anti-esporozoíto. 
A identificação desses genes e o modo como a sua expressão é afectada pelo soro imune poderá 
ajudar a perceber quais os mecanismos moleculares que estarão por trás de alterações de 
infectividade e desenvolvimento da infecção. De modo a verificar se os efeitos observados são 
semelhantes mesmo com diferentes hospedeiros vertebrados, foram também realizadas algumas 
experiências com soro anti-Plasmodium originário de Mus musculus. 
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III.2 – MATERIAL E MÉTODOS 
 
III.2.1- Manutenção e infecção de mosquitos 
Mosquitos A. stephensi adultos foram mantidos a 25°C, com 65% de humidade, com um 
ciclo diário de 12 horas luz/escuro. Os mosquitos foram alimentados com uma solução de 10% 
glucose e 0,5% de PABA.  
Os mosquitos foram infectados com P. yoelii yoelii, clone 17XL por picada directa em 
murganhos M. musculus, da estirpe CD1, infectados. Os mosquitos não alimentados foram 
descartados.  
Murganhos com 5 a 8 semanas, obtidos e mantidos no biotério do IHMT, de acordo com 
as normas da União Europeia (86/609/CEE), reconhecido na lei Portuguesa (DR DL129/92 e 
Portaria 1005/92) foram inoculados intraperitonealmente com 107 eritrócitos infectados por 
mililitro. A infecção foi controlada regularmente pela análise de esfregaços sanguíneos corados 
com Giemsa a 15%, durante cerca de 20 minutos. Os murganhos usados para infecção de 
mosquitos apresentavam exflagelação e tinham preferencialmente parasitémias entre 10 e 20%. 
Os parasitas P. yoelii yoelii 17XL foram obtidos do Institute of Cell, Animal and Population Biology, da 
Universidade de Edimburgo e mantidos por passagem sanguínea até ao máximo de 6 passagens 
consecutivas, altura em que os murganhos foram infectados através da infecção por picada 
directa de mosquitos, para subsequentes passagens sanguíneas.  
 
III.2.2- Produção do soro imune  
Ratos da espécie R. rattus e murganhos da espécie M. musculus, estirpe BALB/c foram 
infectados por picada directa de mosquitos A. stephensi infectados com P. yoelii yoelii. A infecção 
foi monitorizada por esfregaços sanguíneos (como descrito anteriormente) até se detectar formas 
sanguíneas. Uma vez atingida a patência, os ratos e murganhos foram tratados por via oral com 
uma dose de 20 mg/kg de pirimetamina, por dia, durante 3 dias seguidos. O mesmo protocolo 
foi repetido mais duas vezes, sendo as infecções realizadas com pelo menos 10 dias de intervalo 
após tratamento com pirimetamina. 
Após 3 ciclos de infecção/tratamento bem sucedidos, os animais foram anestesiados com 
uma injecção i.p. de 40 µl de uma mistura 1:1 de Imalgene 1000 (quetamina 1g/ml) (Merial) e 
Rompun 2% (Bayer). O sangue foi recolhido por punção cardíaca sem anticoagulante. Os animais 
foram depois sacrificados, ainda sob efeito da anestesia, por deslocação cervical. 
O sangue ficou cerca de 30 minutos em gelo, de forma a coagular, foi depois centrifugado 
5 minutos a 3000 g e o soro recolhido. O título de anticorpos anti-esporozoíto foi determinado 
por imunofluorescência indirecta (IFA), usando como antigénio esporozoítos fixados em lâminas. 
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O soro foi aplicado nos poços em diluições seriadas seguido de anticorpos conjugados com 
fluoresceína específicos para IgG de M. musculus (Sigma) e IgG de R. rattus (Sigma). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.1– Esporozoítos fluorescentes, marcados por anticorpos pelo método de IFA. 
 
O soro de M. musculus foi recolhido de vários animais e misturado no mesmo lote, que foi 
usado nas várias experiências realizadas. No caso do soro de R. rattus o soro usado foi todo 
recolhido de apenas um animal. O título de anticorpos anti-esporozoíto foi detectado por IFA 
(figura III.1), sendo o título de anticorpos de M. musculus de 1:400 e o de R. rattus de 1:8000.  
 
III.2.3- Segunda alimentação sanguínea dos mosquitos infectados com soro imune 
e não imune 
Ao terceiro dia pós-infecção os mosquitos infectados foram divididos em quatro grupos, 
em gaiolas individuais, sendo 3 deles alimentados de novo por alimentação artificial de 
membrana, do seguinte modo: grupo controlo (C)- mosquitos alimentados com sangue de 
indivíduos não imunes; grupo soro imune (SI)- mosquitos alimentados com o mesmo sangue do 
grupo controlo, mas em que o plasma foi totalmente substituído por um volume equivalente do 
soro imune obtido anteriormente (ponto III.2.2.); grupo soro imune diluído (SID)- mosquitos 
alimentados com o mesmo sangue do grupo controlo, mas em que metade do plasma foi 
substituído por um volume equivalente do soro imune obtido anteriormente (ponto III.2.2.). Os 
mosquitos não alimentados foram descartados. O quarto grupo não foi alimentado (NA) e foi 
mantido como controlo sem segunda alimentação. 
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Figura III.2– Desenho experimental, para determinar o efeito do soro imune anti-
esporozoíto no desenvolvimento e expressão génica do parasita e mosquito hospedeiro. 
 
Ao quinto dia (D5) da infecção, 48h após a segunda alimentação, intestinos médios de 
mosquitos de cada um dos quatro tratamentos foram recolhidos, para um tubo de 1,5 ml com 
500 μl de PBS, para extracção de RNA. Os tubos foram centrifugados 10 minutos a 12000g e o 
PBS descartado. Os intestinos médios foram esmagados em 500 μl de Trizol (Invitrogen, 
Espanha) com homogeneizadores plásticos, sendo depois adicionado mais 500 μl de Trizol. As 
amostras foram depois guardadas a -70 ºC para posterior extracção de RNA. 
Ao oitavo dia pós infecção (D8) este procedimento foi repetido e foram também 
recolhidos intestinos médios para determinação da intensidade e taxa de infecção (número de 
mosquitos infectados e quantidade de oocistos por mosquito, respectivamente). O desenho 
experimental encontra-se esquematizado na figura III.2. 
Foram realizadas quatro experiências independentes com soro de R. rattus e três com soro 
de M. musculus, no entanto uma das experiências realizadas com M. musculus produziu poucos 
mosquitos infectados e apenas foi usada para contagens de oocistos. 
 
III.2.4- Extracção e purificação de RNA 
O RNA celular total foi extraído dos intestino médios recolhidos, pelo método de Trizol 
(Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante, e foi depois tratado com DNaseI 
(Invitrogen) usando 1U por cada μg de RNA para remover potencial contaminação com DNA 
genómico. Após este tratamento foi efectuada uma nova purificação usando o método de 
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fenol/clorofórmio, para o que se adicionou 40 µl de uma mistura de fenol/clorofórmio (3:1), as 
amostras foram agitadas no vórtex e deixadas 10 min em gelo. As amostras foram depois 
centrifugadas durante 5 minutos a 13000 g, a 4 ºC. A fase superior aquosa foi recolhida e o RNA 
foi precipitado adicionando 5 µl de 3 M acetato de sódio e 200 µl de isopropanol e deixado pelo 
menos 1 hora a – 80 ºC. Depois as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 13000 g, a 
4 ºC. O sobrenadante foi removido, o depósito foi lavado com 0,5 ml de etanol a 70 % e as 
amostras foram de novo centrifugadas durante 5 minutos a 13000 g, a 4 ºC. O sobrenadante foi 
retirado e o RNA foi diluído em 10 µl de água. 
 
III.2.5- Produção de cDNA por transcrição reversa 
Uma porção do RNA total (0,4 - 1 μg) foi transcrito reversamente num volume de reacção 
de 20 μl, contendo tampão de reacção (25 mM Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 
mM DTT); 20 μM de dNTPs; 0.2 μM de oligo-d(T)15 (Roche Molecular Biochemicals, Portugal) 
ou 3 oligo-dTs ancorados diferentes (H-T11A, H-T11G, H-T11C) do kit GenHunter RNAimage 
(GenHunter, EUA) e 100 U MMLV-RT (Promega). 
 
III.2.6- DDRT-PCR usando marcação radioactiva 
O cDNA foi usado para amplificação e marcação radioactiva por PCR, num volume total 
de 10 μl, contendo 75 mM Tris-HCl pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20; 1,5 mM 
MgCl2; 2 μM dNTPs; 0,2 μM de cada um dos oligo-dTs ancorados usados previamente na síntese 
de cDNA, combinados com um primer inespecífico com 13 nucleótidos, arranjados em diversas 
combinações (do kit RNAimage, GenHunter); 1 μl (0,037 MBq) de α-[32P]dATP (Amersham 
Biosciences, Portugal) para marcação radioactiva e 0,5 U Taq DNA polimerase (Fermentas, 
Lituânia). 
Os produtos obtidos foram submetidos a electroforese num gel de sequenciação de 
acrilamida:bis-acrilamida (19:1) 6%. O gel foi seco durante 2h a 80 ºC e exposto a uma chapa de 
raio-X (Kodak) durante a noite a -70 ºC. As bandas diferencialmente expressas foram 
identificadas e excisadas do gel. O DNA foi extraído dos fragmentos de gel e re-amplificado por 
PCR. 
 
III.2.7- DDRT-PCR sem marcação radioactiva 
O cDNA foi usado para amplificação por PCR, num volume total de 25 μl, contendo 75 
mM Tris-HCl pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20; 1,5 mM MgCl2; 100 μM dNTPs; 2 
μM oligo-dT15, combinados com um primer inespecífico com 13 nucleótidos, arranjados em 
diversas combinações (do kit RNAimage, GenHunter); 0.5 U Taq DNA polimerase (Fermentas). 
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O produto de PCR foi depois corrido por electroforese em gel de agarose, a 2% e visualizado 
após ligação a brometo de etídio. As bandas diferencialmente expressas foram excisadas do gel e 
o DNA foi recuperado da matriz de agarose usando o kit QIAquick (Qiagen). 
 
III.2.8- Reamplificação e limpeza do produto de PCR 
Os 109 fragmentos obtidos das bandas diferencialmente expressas foram reamplificadas 
usando 4 μl de amostra num volume final de 25 μl, contendo 75 mM de Tris-HCl a pH 8,8; 20 
mM de (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20; 2 mM de MgCl2; 20 μM de dNTPs; 2 μM do par de primers 
usado previamente para obtenção de cada uma das bandas; 0,5 U de Taq polimerase (Fermentas). 
O produto obtido foi depois clonado num vector TA. 
 
III.2.9- Clonagem e sequenciação 
Dos fragmentos de DNA reamplificados, 30 foram clonados num vector TA, pGEM-T 
(Promega) ou pCRII (Invitrogen) de acordo com as instruções dos fabricantes. Os plasmídeos 
foram recuperados, usando o kit QIAprep Miniprep (QIAGEN) de acordo com as instruções do 
fabricante. Para diferenciar possíveis clones, procedeu-se à amplificação por PCR de cada um 
deles seguido por análise RFLP, usando as enzimas de restrição RsaI e MspI (Roche Molecular 
Biochemicals) para hidrolisar o DNA. 
 
III.2.10- Hibridação por dot blot 
De forma a determinar se a origem do DNA era de Anopheles ou de Plasmodium, os 
fragmentos clonados foram imobilizados numa membrana de nylon e hibridados com sondas 
produzidas de gDNA de A. stephensi e P. yoelii yoelii, hidrolisado com a enzima de restrição RsaI e 
marcado com o kit DIG High-Prime (Roche Molecular Biochemicals) de acordo com as instruções 
do fabricante. 
 
III.2.11- Sequenciação dos fragmentos clonados 
Dos clones obtidos 21 foram sequenciados (Macrogen, Coreia do Sul), usando primers M13. 
As sequências obtidas foram processadas e comparadas com sequências das bases de dados do 
Ensembl e TIGR, usando os programas BLASTN e tBLASTX. 
 
III.2.12- PCR quantitativo em tempo real 
A confirmação da expressão diferencial dos genes identificados foi feita por PCR 
quantitativo em tempo real (QT-PCR). 
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 Usaram-se amostras de cDNA produzido a partir de mRNA extraído dos intestinos 
médios, recolhidos ao quinto e oitavo dia p.i. de acordo com o dia em que foi visualizada a 
expressão diferencial pelo método DDRT-PCR. Foram realizadas pelo menos três experiências 
independentes para as experiências realizadas com R. rattus e pelo menos duas para as 
experiências realizadas com M. musculus.  
Os genes que codificam para a ldh (lactato desidrogenase) e para a proteína ribosomal S7, 
foram usados como controlo interno para o P. yoelii yoelii e A. stephensi, respectivamente.  
 
Tabela III.1- Primers usados para PCR quantitativo em tempo real. 
Gene alvo (espécie) Nome do primer Sequência (5’? 3’) 
ldh 
(P. yoelii yoelii) 
LDH-Py-F CCAGGAAAAAGTGACAAAGAATG
LDH-Py-R AAA CACCACCTAATCCAACAATC
Py1 (P. yoelii yoelii) 
Py1-F ATTTCCATTTTGTTTTATCTATTG
Py1-R TATTCCACCCATTTAAAGCGTCTG
Py2 (P. yoelii yoelii) 
Py2-F AGTGCCGGAGCTGGATTCTGTATGG
Py2-R CGGGCATACCTCCTGGCATAC
ribossomal S7 
(A. stephensi) 
S7-As-F CGGCTGGTGCGTGAATTGG 
S7-As-R GCGGTCTCTTCTGCTTGTTGG
As1 (A. stephensi) 
As1-F AGTGCCGGAGCTGGATTCTGTATGG
As1-R CTGAAGTAGCCGACGTCGATGAAAAC
As4 (A. stephensi) 
As4-F CACGCGTGCAGCCCAGAACATC
As4-R CCGATAACGAACGCGACTCAAACAA
As5 (A. stephensi) 
As5-F GCGCTGCTGGCCGAGTTGAA 
As5-R CCGCTTTGGCAGTGGAGGAGTAGTT
As6 (A. stephensi) 
As6-F CGGCGTTCGAGGTGATTACA 
As6-R CAGCGGGCAGGGTGATTT 
As7 (A. stephensi) 
As7-F TCCGGGGCGAGAACATC 
As7-R ACCATCCAGCGCCTTATCCAGTA
As8 (A. stephensi) 
As8-F CGCTAAGCCGAAATGAG 
As8-R GAATAGGACGCGAGCAAACTG
As9 (A. stephensi) 
As9-F GCGAGCTCTGCGTGAAGGGATTGA
As9-R CCGCCAGCCGCACCGTTTTTA 
As10 (A. stephensi) 
As10-F GCCGGAGATATTGAGGGTTTGTGC
As10-R CATGGTCCCAGGCGGTATTTTTGT
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A reacção de PCR foi feita usando qPCR core kit para SYBR Green (Eurogentec, Belgica), 
usando o Gene Amp 5700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Portugal). A concentração 
final dos reagentes foi 1x tampão de reacção contendo ROX, 3,5 mM MgCl2, 200 µM de dNTPs, 
0,3 µM de cada primer (ver tabela III.1), 0,025 U/µl de enzima Hot GoldStar e 1/66000 de 
SYBR green num volume final de 20 µl. Usou-se 1 µl de cDNA diluído 1:10 ou 1:100 para 
amplificação. As condições de amplificação foram 10 minutos a 95 ºC para desnaturação, seguido 
de 40 ciclos a 95 ºC durante 15 segundos e 60 ºC durante 60 segundos.  
 
III.2.13- Análise estatística 
O teste exacto de Fisher (http://www.langsrud.com/fisher.htm) foi usado para comparar 
as taxas de infecção dos mosquitos em dados combinados de 4 experiências independentes. A 
intensidade de infecção (número de oocistos/intestino médio) e níveis de expressão foram 
comparados para cada experiência usando o teste de Mann-Whitney, usando o SPSS v 16.0 for 
Windows (SPSS, Inc.), seguido por um teste de comparação múltipla. O nível de significância 
considerado foi p<0,05. Para análise da intensidade de infecção foram consideradas apenas 
experiências com pelo menos 10 indivíduos em cada grupo. 
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III.3- RESULTADOS 
 
III.3.1- Infecções experimentais de mosquitos – análise da infecção. 
Para avaliar o efeito da refeição sanguínea na infecção, os mosquitos foram dissecados ao 
oitavo dia pós infecção e os oocistos contados. 
 
Tabela III.2- Efeito da segunda refeição sanguínea e do soro imune anti-Plasmodium, na taxa 
e intensidade de infecção de mosquitos A. stephensi infectados com P. yoelii yoelii.  
Origem do soro imune Tratamento Taxa de infecção % (N) 
Número de oocistos por 
intestino médio: Média 
(máximo - mínimo) 
R. rattus  
(4 experiências 
independentes) 
NA 90,9 (110) 59 (1-456) 
C 95 (80)* ** 108 (1-568)* 
SI 82,3 (96)* 48 (1-554)* 
SID 83,3 (66)** 58 (1-656) 
M. musculus (BALB/c) 
(3 experiências 
independentes) 
NA 96,9 (65) 162,14 (2-502) 
C 95,6 (45) 267,7 (1-864)* 
SI 92,2 (51) 151 (1-635) 
SID  89,7 (39) 146,17 (1-659)* 
NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação sanguínea; C- controlo, 
receberam segunda alimentação sanguínea sem soro imune); SI- mosquitos que receberam uma 
segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que 
receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído. * e 
**- diferença estatisticamente significativas entre esses grupos. 
 
Efeito da refeição sanguínea na infecção do mosquito. 
Nas experiências realizadas com soro de R. rattus a taxa de infecção foi mais alta no grupo 
controlo que recebeu uma segunda refeição sanguínea ao terceiro dia p.i., em relação ao grupo 
não alimentado, no entanto nas experiências realizadas com soro de murganho a taxa de infecção 
foi muito semelhante entre os dois grupos (tabela III.2). 
Em relação à carga parasitária (média de oocistos por mosquito) o grupo controlo 
apresentou sempre maior número de oocistos que o grupo não alimentado. 
 
Efeito do soro imune na infecção do mosquito. 
Nos grupos alimentados com soro imune de R. rattus e de M. musculus, a taxa de infecção foi 
mais baixa que a do grupo controlo e essa diferença foi estatisticamente significativa (p<0,05), 
para ambos os grupos alimentados com soro imune em relação ao grupo controlo, nas 
experiências realizadas com soro de R. rattus (tabela III.2). 
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Dia 5 p.i.          Dia 8 p.i.
NA C SI SID NA C SI SID
Também a carga parasitária foi mais alta no grupo controlo, tendo os mosquitos 
alimentados com soro imune apresentado sempre menos oocistos, essa diferença foi significativa 
(p<0,05) no grupo alimentado com soro imune de R. rattus em relação ao controlo, e no grupo 
alimentado com soro imune diluído de M. musculus em relação ao controlo (tabela I.2).  
 
III.3.2- Identificação de genes diferencialmente expressos  
De forma a identificar possíveis mecanismos responsáveis pelas alterações observadas no 
desenrolar da infecção em consequência da segunda alimentação, com ou sem soro imune, foi 
utilizado o método de DDRT-PCR (figura III.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.3- Identificação de genes expressos diferencialmente por DDRT-PCR. 
Electroforese de fragmentos de cDNA amplificados em condições de baixa especificidade e 
marcados radioactivamente. As setas indicam algumas bandas que apresentam diferentes 
intensidades em diferentes grupos experimentais e como tal foram posteriormente isoladas. NA- 
mosquitos que não receberam uma segunda alimentação sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- 
mosquitos que receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-
esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue com 
soro anti-esporozoíto diluído. 
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A expressão génica foi analisada aos dias 5 e 8 pós-infecção por DDRT-PCR, sendo 
recuperadas e re-amplificadas 125 bandas (Tabela III.3), das quais 30 foram clonadas. Foram 
recuperados plasmídeos de 117 colónias e os plasmídeos foram diferenciados por hidrólise com 
as enzimas de restrição RsaI e MspI, tendo sido sequenciados 21 clones. 
 
Tabela III.3 – Número de bandas isoladas por DDRT-PCR, com cada par de primers 
usados.  
Nome do primer (sequência do primer) Nº de bandas 
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-AP17(AAGCTTACCAGGT) 7 
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-AP18(AAGCTTAGAGGCA) 3 
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-AP19(AAGCTTATCGCTC) 17 
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-AP17(AAGCTTACCAGGT) 12 
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-AP18(AAGCTTAGAGGCA) 59 
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-AP20(AAGCTTGTTGTGC) 11 
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-AP21(AAGCTTTCTCTGG) 9 
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-AP22(AAGCTTTTGATCC) 3 
Oligod(T)15 + H-AP22(AAGCTTTTGATCC) 4 
 total 125 
 
III.3.3- Análise de sequências 
As sequências obtidas foram analisadas por BLAST de modo a identificar homologia ou 
função putativa, por comparação com sequências previamente anotadas. 
Quatro fragmentos foram identificados como pertencendo a P. yoelii yoelii, ambos mais 
expressos no grupo controlo ao quinto dia pós-infecção. Após alinhamento destes quatro 
fragmentos verificou-se que correspondiam a apenas 2 sequências diferentes. A análise por 
BLAST (http://tigrblast.tigr.org/tgi/) destas sequencias identificou os genes da subunidade do 
citocromo C oxidase (COI) e uma proteína relacionada com choque térmico (hrp). 
Os fragmentos de A. stephensi obtidos, foram comparados, por BLAST, à base de dados de 
A. gambiae (http://www.ensembl.org/Multi/blastview), dos quais se identificou 11 sequências 
diferentes de mosquito (tabela III.4). 
Quatro das sequências eram semelhantes ao clone G15 submetido por Dimopoulos e 
colaboradores (número de acesso do GenBank: Z699567), que é uma sequência repetitiva tipo 
ALU (Claverie e Makalowski, 1994) e não foram consideradas para análise posterior. 
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Tabela III.4- Resultados da análise por BLAST realizada com as sequências obtidas a partir 
de bandas diferencialmente expressas.  
Nome Nº de clones 
Expressão 
diferencial 
                  Função putativa/descrição 
Correspondêcia na base de dados de P. yoelii Nº de acesso  
Py1 2 D5 Citocromo C oxidase, subunidade 1 (COI) AABL01000208.1
Py2 2 D5 Fosfoproteína de 58 kDa relacionada com proteína de choqe térmico (hrp) AABL01000112.1
   Correspondência na base de dados de A. gambiae  Nº de acesso 
As1 1 D5 Precursor de tripsina AGAP005310 
As2 1 D5 Canal de K+. Dominio Myb de ligação a DNA AGAP004720 
As3 1 D5 Na/K_ATPase_beta AGAP009595 
As4 3 D5 e D8 Ribosomal, 60S L26 AGAP002468 
As5 1 D5 Proteína de controlo do ciclo celular Cwf15/Cwc15  AGAP010594 
As6 1 D5 Agm-1, proteína tipo maltase AGAP012401 
As7 1 D8 Ambigua AGAP007747 
As8 1 D8 Peptidase sinal do microssoma SPC22 AGAP011354 
As9 1 D8 ribossomal 40S S25 AGAP004462 
As10 1 D8 Precursor de protease serínica AGAP001240 
As11 1 D8 Ambigua* AGAP007844 
   Outros Nº de acesso 
 4  Sequência repetitiva tipo ALU Z69957 
*- contém os domínios (Interpro): IPR004365 (OB-fold tRNA); IPR004364 (tRNA-synt_2); 
IPR002312 (tRNA-synt_asp); IPR006195 (tRNA_ligase_II).  
 
De acordo com a técnica de DDRT-PCR o gene As1 foi mais expresso no quinto dia pós-
infecção no grupo controlo e é homólogo a um precursor de tripsina de A. gambiae. Os genes As2 
(fraca semelhança a um canal de K+ com domínio de ligação Myb), As3 (fraca semelhança a um 
canal de Na/K dependente de ATPase) e As6 (semelhante ao gene da maltase agm-1) foram mais 
expressos ao quinto dia pós-infecção, no grupo de mosquitos alimentados de sangue com soro 
imune não diluído. 
O gene As5 (semelhante a uma proteína de controlo do ciclo celular) foi mais expresso ao 
quinto dia pós-infecção no grupo alimentado com soro imune diluído. 
Entre as várias sequências obtidas 3 eram semelhantes (As4), e verificou-se serem 
semelhantes a uma proteína ribossomal (60S ribosomal L26), a expressão deste gene estaria 
aumentada ao quinto dia p.i. devido ao tratamento com soro imune não diluído e ao oitavo dia 
p.i. devido ao tratamento com soro imune independentemente da concentração usada. 
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A sequência do gene As7 é muito semelhante a um gene de A. gambiae anotado como 
ambíguo, sem função conhecida, e nesta experiência foi menos expresso ao oitavo dia pós-
infecção nos grupos que receberam uma segunda alimentação sanguínea. O gene As8 é 
semelhante a um componente do spliceossoma (spc22) e foi mais expresso ao D8 p.i. nos grupos 
controlo e não alimentado. A sequência do gene As9 verificou-se ser bastante semelhante a um 
gene de A. gambiae que codifica uma proteína ribossomal (40S ribosomal S25) e foi mais expresso 
ao oitavo dia p.i. no controlo. 
 A sequência do gene As10 verificou-se ser homóloga a um precursor de protease serínica e 
foi sobre-expresso ao dia 8 p.i. após alimentação em sangue com soro imune independentemente 
da concentração. 
O gene As11 tem sequência semelhante a um gene de A. gambiae anotado como ambíguo, 
mas que contém diversos domínios (IPR004365: OB-fold tRNA; IPR004364: tRNA-synt_2; 
IPR002312: tRNA-synth_asp; IPR006195: tRNA_ligase_2) identificados na base de dados 
InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/), que sugerem o seu envolvimento na maquinaria 
celular de produção de tRNA.  
 
III.3.4- PCR quantitativo em tempo real. 
De modo a confirmar os resultados obtidos por DDRT-PCR a expressão de alguns genes 
de P. yoelii yoelii (COI, hrp) e de A. stephensi (As1, As4, As5, As7, As8, As9 e As10) foi verificada 
por PCR quantitativo em tempo real em pelo menos 3 experiências independentes realizadas com 
soro imune de R. rattus.  
Estes genes foram também analisados para as experiências realizadas com soro de M. 
musculus, no entanto essa análise foi feita em apenas duas experiências. Essa análise não foi no 
entanto possível para o gene As5, pois apenas se obtiveram resultados numa experiência. Como 
tal estes resultados foram apenas usados para comparar com os resultados obtidos nas 
experiências com soro imune de R. rattus, de modo a perceber se os resultados eram semelhantes 
apesar do tratamento com soro originário de diferentes espécies. 
 
III.3.4.1- Genes de Plasmodium 
Os dois genes de Plasmodium analisados tinham padrões de expressão semelhantes ao 5º dia 
pós-infecção. Para ambos os genes a expressão foi mais alta no grupo não alimentado e no grupo 
alimentado com soro imune diluído (NA e SID), quando comparado com o controlo e grupo 
alimentado com soro imune não diluído (C e SI). Não houve diferenças significativas de 
expressão da COI (figura III.4), no entanto observaram-se diferenças para o hrp (figura III.5). 
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Quando comparados os valores obtidos nas experiências usando soro de R. rattus com 
aquelas em que se usou soro de M. musculus (apenas duas experiências independentes), verificou-
se para o gene COI os resultados foram semelhantes, com excepção do controlo, que na 
experiência com soro de murganho é o grupo com maior nível de expressão.  
 
 
 
 
 
A        B 
 
 
Figura III.4- Perfis de expressão do gene COI de P. yoelii yoelii, obtido por qRT-PCR. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- gene COI, analisado em 3 experiências 
independentes, realizadas com soro de R. rattus; B- gene COI, analisado em 2 experiências 
independentes, realizadas com soro de M. musculus; NA- mosquitos que não receberam uma 
segunda alimentação sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma 
segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que 
receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
Quanto ao gene hrp, os grupos de infecção NA e SID são os que apresentaram maior valor 
de expressão em R. rattus. Nas experiências com soro de murganho, observou-se o inverso, sendo 
os grupos NA e SID que apresentam valores de expressão mais baixos. 
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Figura III.5- Perfis de expressão do gene hrp de P. yoelii yoelii, obtido por qRT-PCR. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- gene hrp, analisado em 3 experiências 
independentes, realizadas com soro de R. rattus; B- gene hrp, analisado em 2 experiências 
independentes, realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma 
segunda alimentação sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma 
segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que 
receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído. *- 
diferenças estatisticamente significativas. 
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III.3.4.2- Genes de Anopheles 
Para os genes de mosquito analisados, no caso das experiências realizadas com soro de R. 
rattus, verificou-se uma tendência comum, onde a segunda refeição sanguínea com sangue não 
imune resultou em níveis semelhantes ou maiores de expressão, quando comparando com o 
grupo não alimentado. Em alguns casos a expressão nos grupos que receberam uma segunda 
alimentação contendo soro imune seguiu o padrão observado para o grupo controlo, noutros 
foram observadas alterações no padrão de expressão.  
Os mesmos genes foram também estudados para M. musculus, no entanto apenas duas 
experiências foram realizadas e os resultados são apresentados para se obter uma indicação se o 
efeito obervado é geral ou se varia de acordo com o modelo usado nas experiências. 
 
Gene As1 
A expressão do gene As1 foi mais alta no controlo comparando com o grupo não 
alimentado. O grupo SI apresentou uma expressão média mais alta que o controlo, no entanto o 
grupo SID apresentou os valores mais baixos de todos (figura III.6).  
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Figura III.6- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As1, de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
Com soro de murganho verificou-se que o grupo onde a expressão é mais alta é o controlo 
e a expressão mais baixa no grupo não alimentado. Neste caso o grupo alimentado com soro 
imune diluído apresentou níveis de expressão próximos do grupo controlo e do grupo 
alimentado com soro não diluído, ao contrário do que foi observado nas experiências com soro 
de R. rattus. 
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Gene As4 
A expressão do gene As4 foi mais alta no controlo comparando com o grupo não 
alimentado. A expressão deste gene no grupo SI foi mais baixa que no grupo controlo e no grupo 
SID foi bastante mais baixa que no controlo, sendo essa diferença estatisticamente significativa 
(figura III.7). 
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Figura III.7- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As4 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído. *- diferenças 
estatisticamente significativas. 
  
Nas experiências realizadas com soro de murganho, observou-se um padrão de expressão 
diferente, sendo a expressão no controlo semelhante à expressão no grupo NA. A expressão 
deste gene foi mais alta nos grupos tratados com soro imune, em relação ao controlo, ao 
contrário do que foi observado com soro de R. rattus. 
 
Gene As5 
A expressão do gene As5 foi semelhante no grupo controlo e no grupo NA. A alimentação 
com soro imune causou um aumento de expressão deste gene, de forma dependente da 
concentração, sendo a expressão 4,94 vezes mais alta no grupo SI comparando com o controlo 
(figura III.8). 
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Figura III.8- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As5 de A. stephensi. Dados 
de quatro experiências independentes, com soro de R. rattus. Os valores representados são a 
média e o erro padrão. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação sanguínea; 
C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação sanguínea de 
sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
Para M. musculus não foi possível obter resultados por qRT-PCR. 
 
Gene As6 
A análise da expressão do gene As6 mostrou um aumento de expressão significativo, em 
todos os grupos que receberam uma segunda alimentação sanguínea, independentemente do 
tratamento com soro imune (figura III.9). Os níveis de expressão nos grupos tratados com soro 
imune foram semelhantes aos do grupo controlo. 
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Figura III.9- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As6 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído. *- diferenças 
estatisticamente significativas. 
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Nas experiências em que foi usado soro de murganho, observou-se um comportamento 
diferente da expressão grupo controlo, apresentando níveis de expressão próximos do controlo. 
Os grupos tratados com soro imune apresentaram níveis de expressão mais elevados em relação 
ao controlo e ao grupo NA. 
 
Gene As7 
A expressão do gene As7 foi mais alta em todos os grupos em relação ao grupo não 
alimentado. O tratamento com soro imune influenciou a expressão deste gene em relação ao 
controlo (figura III.10). 
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Figura III.10- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As7 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de três experiências independentes 
realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes realizadas com 
soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação sanguínea; C- 
mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação sanguínea de sangue 
com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda alimentação sanguínea 
de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
O padrão de expressão foi diferente para as experiências realizadas com soro imune de 
murganho, verificando-se um aumento de expressão do controlo em relação ao grupo não 
alimentado, mas uma diminuição de expressão deste gene nos grupos alimentados com soro 
imune (especialmente no SID) em relação ao controlo. 
 
Gene As8 
A expressão do gene As8 foi mais alta no controlo do que no grupo NA (aumento de 2,72 
vezes), no entanto o tratamento com soro imune causou uma diminuição da expressão deste gene 
a níveis inferiores ao grupo NA, especialmente no grupo SID (figura III.11).  
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Figura III.11- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As8 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
Nas experiências realizadas com soro de M. musculus, mais uma vez o padrão de expressão 
foi diferente, observando-se um aumento ligeiro de expressão em todos os grupos em relação ao 
grupo NA, com níveis de expressão dos grupos tratados com soro imune próximos do grupo 
controlo. 
 
Gene As9 
Verificou-se que a expressão do gene As9 foi mais alta no controlo em relação ao grupo 
NA. A expressão no grupo C foi também bastante superior à observada para os grupos tratados 
com soro imune, sendo a expressão 6,51 e 7,65 vezes mais elevada em relação aos grupos SID e 
SI, respectivamente (figura III.12). 
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Figura III.12- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As9 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
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O padrão de expressão foi diferente nas experiências realizadas com soro de murganho, 
para os grupos tratados com soro imune, não se verificando a diminuição de expressão em 
relação ao controlo que foi observada nas experiências com soro de R. rattus. 
 
Gene As10 
Finalmente, o gene As10 foi mais expresso nos grupos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea, sendo esse aumento entre 2,95 e 3,95 quando comparado com o grupo 
que não recebeu uma segunda alimentação sanguínea. Os níveis de expressão foram semelhantes 
entre o controlo e os grupos SID e SI (figura III.13).  
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Figura III.13- Perfis de expressão obtidos por qRT-PCR do gene As10 de A. stephensi. Os 
valores representados são a média e o erro padrão. A- Dados de quatro experiências 
independentes realizadas com soro de R. rattus; B- Dados de duas experiências independentes 
realizadas com soro de M. musculus. NA- mosquitos que não receberam uma segunda alimentação 
sanguínea; C- mosquitos controlo; SI- mosquitos que receberam uma segunda alimentação 
sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto; SID- mosquitos que receberam uma segunda 
alimentação sanguínea de sangue com soro anti-esporozoíto diluído.  
 
Nas experiências realizadas com soro de murganho as diferenças entre todos os grupos 
foram muito pequenas, independentemente do tratamento.  
 
Em geral, apesar de apenas terem sido realizadas duas experiências com soro imune de M. 
musculus, os padrões de expressão foram diferentes aos observados nas experiências realizadas 
com soro de R. rattus. 
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III.4- DISCUSSÃO 
 
A refeição sanguínea é uma mistura complexa que contém diversos constituintes do 
hospedeiro vertebrado que têm efeito no desenvolvimento esporogónico do Plasmodium, podendo 
modular o resultado da infecção. Alguns componentes da imunidade dos vertebrados podem ter 
um efeito variável entre o bloqueio de transmissão e o aumento da infecção. Os mecanismos de 
acção pelo qual o soro imune exerce este efeito é muito complexo devido à interacção de vários 
factores do hospedeiro vertebrado, mosquito e parasita que contribuem para o resultado final da 
infecção. 
O estado imunológico do hospedeiro vertebrado pode variar e dessa forma afectar o 
resultado da infecção no mosquito. Alguns dados contraditórios foram publicados acerca do 
efeito de anticorpos numa segunda refeição sanguínea durante a infecção (Vaughan et al. 1988; 
Beier et al. 1989; do Rosário et al. 1989), provavelmente devido ao uso de diferentes métodos, 
combinações de espécies mosquito/plasmódio ou ao anticorpo/soro imune usado. Além dos 
anticorpos outros componentes do soro de sangue infectado foram relacionados com bloqueio 
de transmissão, tais como citocinas que afectam a capacidade de transmissão dos gametócitos 
(Naotunne et al. 1991; Karunaweera et al. 1992; Fleck et al. 1994) complemento e leucócitos 
(Tsuboi et al. 1995; Healer et al. 1997; Lensen et al. 1997). Verificou-se também que a citocina 
TGF-β1 é ainda capaz de afectar a resposta imunológica do mosquito ao Plasmodium (Luckhart et 
al. 2003).  
No presente trabalho verificou-se que a segunda alimentação sanguínea levou a um 
aumento da carga parasitária e nas experiências realizadas com soro de R. rattus verificou-se ainda 
um aumento da taxa de infecção, confirmando que refeições sanguíneas efectuadas por 
mosquitos durante a infecção têm um efeito positivo sobre esta. Este efeito foi descrito por Beier 
e colaboradores (1989) que sugerem que a segunda refeição sanguínea leva a um desenvolvimento 
mais rápido dos oocistos e que isto seria provavelmente devido a uma maior abundância de 
nutrientes. Contudo, outras hipóteses poderão ser colocadas, tais como o desvio de energia da 
resposta imune ao parasita para outros processos fisiológicos, tais como a digestão ou produção 
de ovos. Esta observação tem implicações na relação parasita/mosquito visto que durante a sua 
vida adulta uma mosquito fêmea faz diversas refeições sanguíneas que podem alterar a infecção 
por Plasmodium.  
No entanto, a presença de soro imune anti-esporozoíto, de R. rattus ou M. musculus, na 
segunda refeição sanguínea inverteu este efeito positivo, apresentando os mosquitos destes 
grupos experimentais as taxas de infecção mais baixas. Também a carga parasitária dos mosquitos 
destes grupos foi mais baixa, mesmo em relação ao grupo que não recebeu uma segunda 
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alimentação sanguínea, confirmando o seu efeito negativo sobre a infecção. O soro imune usado 
apresentou títulos elevados de anticorpos anti-esporozoíto e apenas foi usada uma diluição de 1:1 
com plasma não imune, de modo que não é possível comparar com outro trabalho em que  se 
verificou um aumento da transmissão, pois foram usadas diluições mais elevadas (Peiris et al. 
1988). 
As experiências não produziram mosquitos suficientes para seguir a infecção até à fase de 
invasão das glândulas salivares, não tendo sido assim possível verificar se o número mais baixo de 
oocistos correspondeu na prática a um menor número de esporozoítos nas glândulas ou se houve 
alguma alteração na sua capacidade para infectar o hospedeiro vertebrado. 
Em vários trabalhos foi observada uma relação linear entre o número de oocistos e a 
produção de esporozoítos (Vaughan et al., 1992; Gamage-Mendis et al., 1993). Por outro lado 
Vaughan e colaboradores (1988) mostraram que quando expostos a soro anti-esporozoíto de 
rato, ao quinto dia pós-infecção, houve um aumento da produção de esporozoítos por oocisto e 
que esses esporozoítos eram mais infecciosos para células de hepatoma cultivadas. No entanto 
estas observações foram baseadas em poucas contagens e esse efeito não foi confirmado mais 
tarde (Beier et al., 1989), quando mosquitos foram alimentados com soro imune dez dias pós 
infecção, que por sua vez já seria uma fase demasiadamente tardia para afectar o desenvolvimento 
de oocistos e esporozoítos. As diferenças observadas nos diferentes estudos implicam que a 
variabilidade deste sistema é muito elevada e que para estudar de forma completa as propriedades 
de bloqueio de transmissão de soro imune é fundamental estudar todo o ciclo esporogónico 
assim como a transmissão ao hospedeiro vertebrado. 
Com o objectivo de contribuir para a compreensão de que forma a refeição sanguínea com 
ou sem soro imune afecta o desenvolvimento do parasita nos mosquitos, tentou-se identificar 
genes de parasita ou mosquito que estejam envolvidos neste processo usando o método de 
DDRT-PCR. A maioria dos fragmentos obtidos por este método eram genes de mosquito, o que 
é previsível visto que a proporção de tecido de origem Anopheles/Plasmodium, obtida na dissecção 
de intestino médios infectados, é bastante elevada e não foi usado nenhum método de 
enriquecimento. 
Dois genes de P. yoelii foram isolados por este método: COI (citocromo C oxidase 
subunidade 1) e o hrp (proteína relacionada com choque térmico). A sequência do gene hrp 
partilha 95% de semelhança com a fosfoproteína de 58 KDa de P. berghei que foi identificada 
como sendo uma co-chaperona capaz de interagir com HSP70 (proteína de choque térmico de 70 
KDa) assistindo no folding adequado de proteínas substrato (Wiser et al., 1996). Estas proteínas 
poderão ser importantes devido à alta actividade metabólica e produção proteica, durante o 
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desenvolvimento dos esporozoítos no oocisto, que em conjunto com factores, como o soro 
imune ou a resposta imune do mosquito irão causar stress no parasita. 
Para ambos os genes foi observada alta variabilidade na sua expressão, entre experiências, o 
que poderia ser resultado dos oocistos se encontrarem em diferentes fases de maturação, pois 
ligeiras alterações ambientais, como da temperatura, podem ser suficientes para produzir 
alterações no desenvolvimento (Noden et al. 1995). Foram ainda observadas diferenças nos 
padrões de expressão dependentes da origem do sangue (R. rattus ou M. musculus) usado na 
segunda alimentação artificial.   
Entre os genes de mosquito identificados estão representadas diversas funções: digestão, 
produção de proteínas (transcrição, translação e splicing), assim como transporte membranar. 
O gene identificado como As1 é semelhante a um precursor da tripsina em A. gambiae que 
se verificou ser expresso especificamente no tracto digestivo e sobre-regulado após alimentação 
sanguínea (Ribeiro, 2003), apontando para uma função na digestão sanguínea. O gene As10 
também se trata de uma protease semelhante ao precursor de uma protease serínica de A. gambiae 
e poderá estar envolvido quer na digestão quer na resposta imune, apesar de não ter sido 
previamente relacionado com estas funções, sabe-se que várias proteases serínicas estão 
envolvidas na resposta imune (Christophides et al. 2002). No entanto a maioria das proteases 
envolvidas no sistema imunológico do mosquito partilham um domínio CLIP (Gorman et al. 
2000b), que não está presente neste gene.  
O gene As6 é altamente semelhante ao gene agm-1, tipo maltase, de A. gambiae e está 
provavelmente envolvido na digestão de açúcar e é mais expresso após a segunda refeição 
sanguínea, ao oitavo dia p.i., independentemente do seu estado imunológico. Este gene havia sido 
previamente descrito como sendo sub-expresso 24 horas após a alimentação sanguínea 
(Dimopoulos et al., 1996), explicado pelos autores como consequência de alteração do tipo de 
alimentação, de uma digestão à base de açúcar para uma digestão adaptada a altos conteúdos 
proteicos, como é o caso da refeição sanguínea. Os resultados neste trabalho reflectem uma 
provável necessidade de recuperar o stock desta enzima perdido nos dias anteriores e para voltar 
a fazer uma digestão relacionada com a água açucarada fornecida aos mosquitos. 
Vários genes identificados estarão provavelmente envolvidos na produção de proteínas. 
Dois destes genes codificam proteínas ribossomais (As4 e As9), os genes As5 e As8 são 
semelhantes a genes de A. gambiae que codificam proteínas que fazem parte do spliceossoma e 
signal peptidase complex respectivamente, e o gene As11 provavelmente estará envolvido na 
translação a nível do tRNA. A expressão dos genes As4, As8 e As9, foi mais alta em mosquitos 
que receberam uma segunda refeição sanguínea em sangue não imune, mas foi mais baixa em 
mosquitos que receberam uma alimentação em soro imune, quando comparado com os 
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mosquitos que não receberam uma segunda alimentação sanguínea. O aumento de aminoácidos 
disponíveis para a produção proteica, devido à alimentação sanguínea (Sanders et al., 2003) 
poderá justificar este aumento de expressão. O gene As5 por outro lado apenas é mais expresso 
na presença de soro imune, no entanto não é claro de que forma o soro imune poderá afectar a 
expressão destes genes. Se o soro imune afectar a produção de proteínas no mosquito, poderia 
afectar indirectamente a fertilidade e fecundidade do mosquito e até afectar a disponibilidade de 
nutrientes para o próprio parasita. Seria interessante verificar também o efeito da alimentação 
com soro imune na produção de ovos do mosquito. 
O transporte membranar é uma função provavelmente representada pelos genes As2 e As3 
que mostraram alguma semelhança a canais de membrana de A. gambiae. Estes genes foram 
isolados por DDRT-PCR como estando sobre regulados ao quinto dia pós alimentação. A 
expressão mais elevada de canais membranares já havia sido descrita, após alimentação sanguínea 
por Sanders e colaboradores (2003) e provavelmente é uma resposta para permitir a aquisição da 
grande quantidade de nutrientes disponíveis após a alimentação sanguínea. 
A análise destes genes sugere que o soro imune afecta diversas funções celulares do 
mosquito, especialmente associadas à produção de proteínas: 5 dos 11 genes analisados estão 
envolvidos na produção de proteínas. Uma análise mais ampla do transcriptoma seria necessária 
para perceber até que ponto a produção de proteínas e outras funções fisiológicas são afectadas.  
A comparação entre os resultados obtidos primariamente para R. rattus com os obtidos para 
M. musculus, mostram que a origem do soro é também importante. Na maior parte das 
experiências, o efeito do soro imune na expressão, em relação ao controlo, é contraditório. Esse 
efeito é provavelmente devido à diferente composição do soro imune proveniente das diferentes 
espécies. Diferenças a nível de anticorpos, não só pela quantidade (o título de anticorpos anti-
esporozoíto observado para R. rattus foi muito maior que o observado para M. musculus), como 
pelo tipo de anticorpo.  
É ainda necessário considerar outros factores, pois o soro imune é uma mistura complexa 
que contém outros componentes além de anticorpos que poderiam também ser responsáveis 
pelos efeitos observados no mosquito, foi já observado que a citocina TGF-β é capaz de modular 
a expressão do gene da NOS em A. stephensi (Luckhart et al., 2003). A própria reacção individual 
dos mosquitos poderá também ser diferente, devido a diferenças genéticas intrínsecas ou mesmo 
devido a diferenças ambientais. 
Este trabalho mostra que soro imune é capaz de reverter o aumento da carga parasitária 
causada pela segunda refeição sanguínea e que isto poderá estar associado à alteração do perfil de 
expressão de alguns genes envolvidos na digestão e produção proteica. Um estudo envolvendo 
métodos de análise de expressão mais abrangentes, e estudos mais específicos com componentes 
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do soro imune, poderiam ajudar a perceber de que forma estes factores afectam o 
desenvolvimento do parasita no mosquito e de que forma afecta a relação parasita/hospedeiro. 
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Capítulo IV 
Produção de oocinetos de Plasmodium 
falciparum in vitro. 
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IV.1- INTRODUÇÂO 
O conhecimento detalhado da biologia do parasita e do mosquito, e da sua interacção, 
durante o desenvolvimento esporogónico é essencial para a identificação de alvos para bloquear a 
transmissão. A fase inicial do desenvolvimento esporogónico até à fase de oocisto será a fase em 
que o parasita é mais susceptível de ser bloqueado, pois é nesta altura que sofre grandes 
diminuições do número de parasitas (revisto em Vaughan, 2007), devido às diversas barreiras ao 
seu desenvolvimento, quer sejam físicas, ou devidas à actuação do sistema imunológico do 
mosquito ou de factores da própria refeição sanguínea. Além disso, após a formação do oocisto, 
o parasita multiplica-se no seu interior e quando maturo a sua ruptura liberta milhares de 
esporozoítos na hemolinfa o que torna o seu controlo mais difícil. Assim, a fase inicial do 
desenvolvimento esporogónico seria o melhor alvo para possíveis vacinas ou fármacos 
provenientes do hospedeiro vertebrado, pois estas moléculas actuariam a partir da refeição 
sanguínea e logo a sua actuação seria limitada no tempo. 
Esta fase do desenvolvimento tem sido essencialmente estudada com recurso a modelos 
animais, especialmente com P. berghei, pois são fáceis de manter em infecções experimentais e são 
seguros para o humano, não acarretando assim grandes cuidados no seu manuseamento em 
laboratório. Esta espécie tem ainda a vantagem de, tal como com P. gallinaceum, produzir 
facilmente oocinetos em sistemas de cultura in vitro (Janse et al., 1985; Hurd et al., 2003). No 
entanto, por melhor que seja o modelo, nem todos as observações podem ser transpostas 
directamente para a malária humana, devido às diferenças entre esta espécie e as espécies que 
infectam o Homem, ou mesmo na análise do efeito de factores do hospedeiro vertebrado na 
transmissão, onde as diferenças entre hospedeiros (M. musculus e Homo sapiens) são acentuadas. 
Por outro lado, experiências usando espécies de Plasmodium que infectam o Homem, 
tornam a experimentação mais complicada, por diversas razões: 
1- Das quatro espécies que infectam o Homem apenas é possível actualmente manter em 
cultura contínua P. falciparum (Trager e Jensen, 1977), o que torna experiências com outras 
espécies apenas possíveis usando pacientes naturalmente infectados, o que além de ser difícil de 
aceder, impede o controlo de um vasto número de factores que tornariam difícil a análise de um 
parâmetro específico. 
2- Para ser feito o estudo do desenvolvimento esporogónico seria necessário proceder à 
infecção de mosquitos, o que torna a situação ainda mais complicada devido ao nível de 
investimento necessário para construir e manter um insectário com condições de segurança para 
a realização destas experiências. 
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Para o estudo de P. falciparum a primeira questão não se coloca devido à possibilidade da 
produção de parasitas em cultura e a segunda questão poderia ser inicialmente resolvida 
recorrendo a culturas de oocinetos in vitro. 
Culturas in vitro de fases do ciclo esporogónico, especialmente de P. berghei e P. gallinaceum, 
têm sido usadas em diversos trabalhos, permitindo a obtenção de informação importante acerca 
da sua interacção com factores do hospedeiro e identificação de moléculas alvo para o bloqueio 
de transmissão (Rosenberg e Koontz, 1984; Grotendorst e Cárter, 1987; Lensen et al., 1997; 
Garcia et al., 1998; Mazzacano et al., 1998; Adini e Warburg, 1999; Sidén-Kiamos et al., 2000; 
Arrighi e Hurd, 2002; Langer et al., 2002). No entanto a obtenção in vitro de oocinetos de P. 
falciparum foi apenas descrita por Carter e colaboradores (1987) e por Warburger e Schneider 
(1993), tendo estes últimos obtido em cultura também oocistos e esporozoítos. 
Culturas in vitro de fases do ciclo esporogónico permitiriam testar isoladamente o efeito de 
fármacos e compostos químicos no desenvolvimento esporogónico e assim aferir o seu efeito na 
transmissão. Outra aplicabilidade seria o estudo da relação do parasita com compostos e células 
do mosquito hospedeiro, através da co-cultura com células ou moléculas do mosquito. Isto 
permitiria observar o efeito que estas células poderiam produzir no parasita, como também 
caracterizar a resposta das células do hospedeiro ao parasita.  
O objectivo deste trabalho foi obter oocinetos de P. falciparum in vitro para o estudo do 
efeito de factores parasitários e/ou dos hospedeiros na fase inicial do desenvolvimento 
esporogónico do parasita.  
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IV.2- MATERIAL E MÉTODOS 
 
IV.2.1- Manutenção culturas Plasmodium falciparum 
Parasitas da espécie P. falciparum, estirpe 3D7, foram mantidos em culturas, com eritrócitos 
humanos em meio RPMI completo (RPMI 1640; Hipoxantina 6,8 M; HEPES 25 mM; 10% soro 
humano; 5% bicarbonato de sódio; pH 7,4), com um hematócrito de 5%, numa atmosfera de 5% 
de CO2 e ar. O meio foi trocado diariamente. 
A determinação da parasitémia e controlo de esterilidade foram feitas através de esfregaços 
fixados com metanol e corados com Giemsa. Através dos esfregaços também se controlou a 
qualidade da cultura e a produção de gametócitos. Para manter as culturas com parasitas em boas 
condições foram divididas ou reconstituídas com novas hemácias quando a parasitémia 
aumentava e começavam a surgir sinais de stress dos parasitas. 
 
IV.2.2- Produção de culturas com grandes quantidades de gametócitos maturos. 
As culturas destinadas à produção de oocinetos foram mantidas continuamente de modo a 
aumentar a parasitémia o máximo possível. Quando as parasitémias se tornaram mais altas e se 
verificaram os primeiros sinais de stress dos parasitas, dividiu-se o hematócrito para metade, 
usando o dobro do meio de cultura. Nessa altura começaram a aparecer gametócitos em maior 
quantidade e as culturas foram mantidas deste modo até a maior parte dos gametócitos se 
tornarem maturos (estádio 5) (Carter e Miller, 1979). 
  
IV.2.3- Produção de oocinetos. 
Para a produção de oocinetos foi usada um protocolo baseado no descrito por Warburg e 
Schneider (1993). Várias variações foram testadas, o método que produziu melhores resultados 
foi o que se segue: 
As culturas com gametócitos maturos (gametocitémia), com um máximo de 2,5 % 
hematócrito, foram centrifugadas e ressuspendidas num tubo de 15 ml com 10 ml de meio de 
exflagelação (9ml de soro humano + 1 ml de uma solução com 1,5% NaHCO3, 0,5% glicose; 100 
μM de ácido xanturénico; pH 8,0) e deixadas por uma hora à temperatura ambiente. 
Após uma hora na solução de exflagelação, adicionou-se 0,1% de aglutinina de gérmen de 
trigo, de modo a perfazer 5/10% v/v final e deixou-se com agitação leve durante uma hora para 
permitir a separação dos zigotos extracelulares e a lise parcial e aglutinação dos eritrócitos.  
Todo o conteúdo foi depois centrifugado e ressuspendido em meio de transformação de 
oocineto (RPMI 1640; 10% soro humano; 0,04% NaHCO3; 0,25% trealose; pH 7,8), colocado 
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em frascos de cultura e deixados 48 horas a 26 ºC. Durante esse tempo foram feitos esfregaços 
em intervalos regulares, que foram fixados com metanol e corados com Giemsa. 
 
Algumas condições testadas durante a optimização deste método de cultura: 
1- Foi adicionado ácido xanturénico (XA) ao meio de exflagelação. 
2- Foram usadas outras soluções de exflagelação descritas em trabalhos com P. vivax: 100 
μM de XA em PBS (Suwanabun et al., 2001); RPMI1640; 20 mM Hepes; 100 μM de XA; 
pH 7,5 (Arai et al., 2001). 
3- Foram experimentados diferentes meios de transformação de oocineto: 
 3.1.- meio usado para cultura de P. vivax: RPMI 1640; 10-20% soro bovino fetal; 50 mg/ml 
hipoxantina; 25mM Hepes; pH 7,8-8,2 (Suwanabun et al., 2001). 
3.2.- meio usado para cultura de P. berghei: RPMI 1640; 20% soro bovino fetal; 25 mM 
Hepes; 2 mM glutamina; 50000 U penicilina; 50 mg/l esptreptomicina; pH 8,4 (Al Olayan et 
al., 2002).  
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IV.3- RESULTADOS 
 
IV.3.1- Produção de culturas com grande número de gametócitos. 
O método utilizado permitiu obter culturas com grandes quantidades de gametócitos 
(tabela IV.1). As experiências da tabela 1 foram realizadas após selecção do método que tinha 
dado melhores resultados. 
 
Tabela IV.1- Dados referentes às culturas de formas sanguíneas in vitro, usadas para cultura de 
oocinetos. 
Exp Dias em cultura* 
Parasitémia 
(%) 
Gametocitémia 
(%) 
Gametócitos fase 
5 (%) 
Gametócitos 
femininos (%) 
1 14 1,11 0,6 0,33 72,73 
2 12 5,6 0,34 0,06 66,67 
3 15 0,95 1,11 0,88 76,92 
4 13 1,12 1,08 0,57 64,71 
5 8 1,76 0,96 0,69 75 
6 6 0,39 0,14 0,11 75 
7 2 2,19 0,7 0,37 87,5 
8 2 5,25 0,45 0,3 66,67 
*- dias em cultura sem que esta seja reconstituída (adição de novas hemácias). 
 
Todas as culturas apresentaram uma maior proporção de gametócitos femininos do que 
masculinos. Em geral as últimas culturas produziram melhores resultados, esse facto parece estar 
relacionado com o menor tempo em cultura, após reconstituição da mesma. O facto de as 
culturas se extenderem ao longo do tempo poderá prejudicar a viabilidade dos gametócitos, 
devido ao meio apresentar níveis mais elevados de degradação. 
 
IV.3.2- Cultura de oocinetos 
Nas culturas das experiências 1 a 12, foram observadas formas esféricas (zigotos e 
gametócitos femininos que não foram fecundados) e formas retortas, de oocinetos que não 
terminaram o seu desenvolvimento. Em duas culturas, da experiência 4 e 5 (figura IV.1) foram 
observados oocinetos, mas em quantidade muito reduzida (1-2 por lâmina).  
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Figura IV.1 – Fases de desenvolvimento esporogónico de P. falciparum in vitro. A – 
Gametócitos maturos de fase 5; B – formas esféricas (zigotos ou macrogametócitos não 
fecundados); C – Oocineto. 
 
A
B
C 
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IV.4- DISCUSSÃO 
 
Os métodos de cultura in vitro de espécies de Plasmodium que parasitam o Homem poderiam 
trazer grandes vantagens para o estudo da malária. Culturas contínuas, in vitro, de P. falciparum, a 
espécie mais perigosa para o Homem, estão já bem estabelecidas. No entanto, não existe ainda 
um método de cultura das fases de desenvolvimento esporogónico que seja eficaz e facilmente 
reprodutível, apesar de serem realizadas facilmente para P. berghei e P. galinaceum (Hurd et al., 
2003). Apesar de culturas de oocinetos de P. falciparum terem sido já realizadas no passado (Carter 
et al., 1987; Warburg Schneider, 1993), verificou-se não serem métodos reprodutíveis de forma 
regular (Hurd et al., 2003).  
Para proceder à cultura de oocinetos, foi necessário obter primeiro culturas com 
gametocitémias elevadas, contendo gametócitos masculinos e femininos maturos (fase V). 
Culturas contendo gametócitos maturos foram obtidas regularmente e verificou-se que a 
percentagem de gametócitos femininos foi sempre mais elevada. A observação de uma proporção 
elevada de gametócitos femininos em relação a gametócitos masculinos tem sido observada 
consistentemente em diversos trabalhos (Paul et al., 2000; Osgood et al., 2002; Robert et al., 2003; 
Osgood e Schall, 2004; Reece et al., 2005). Segundo Reece e colaboradores (2008) este desvio 
estará relacionado com a variabilidade genética da população de Plasmodium, sendo que 
variabilidades mais baixas estarão correlacionadas com uma maior proporção de gametócitos 
femininos enquanto infecções com maior variabilidade estarão relacionadas com proporções mais 
equilibradas de gametócitos de ambos os sexos. Tal estará relacionado com a produção de um 
maior número de gâmetas por cada gametócito masculino, que potencialmente poderá produzir 
oito gâmetas, enquanto o gametócito feminino apenas produz um gâmeta, reduzindo assim o 
desperdício de gâmetas masculinos e aumentando a probabilidade de fecundação. Sabe-se ainda 
que a proporção de gâmetas femininos/masculinos pode ser afectada devido a outros factores, 
tais como a densidade de glóbulos vermelhos, de parasitas e de gametócitos (Reece et al., 2008). 
Durante o presente trabalho foram realizadas diversas experiências, e na maioria das 
experiências não foram observados oocinetos. À medida que as experiências foram sendo 
repetidas, foi possível obter melhorias nos resultados e nas últimas experiências foram sempre 
observadas mais formas circulares (zigotos não transformados e macrogâmetas não fertilizados), 
formas retortas assim como os poucos oocinetos obtidos. 
As melhorias observadas provavelmente estão relacionadas com a obtenção de culturas 
com gametócitos maturos em períodos mais curtos, o que poderá ser devido a uma alteração do 
meio de cultura resultante do envelhecimento e degradação dos eritrócitos.  
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Apesar destas melhorias este método não pareceu ser capaz de produzir oocinetos em 
quantidade suficiente para uso experimental, pois seria difícil observar diferenças entre grupos 
experimentais com números tão baixos de oocinetos. Devido a estes resultados não mostrarem 
sucesso suficiente para o avanço do trabalho a realizar no período limitado de um projecto de 
doutoramento, foi abandonado e outras vias de estudo foram seguidas.  
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Capítulo V 
Infecções mistas experimentais de mosquitos 
Anopheles albimanus com Plasmodium falciparum e 
Plasmodium vivax. 
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V.1- INTRODUÇÃO 
 
Na natureza é normal a ocorrência de infecções mistas com diferentes genótipos ou 
espécies de Plasmodium. Contudo a informação de como diferentes populações de parasitas 
afectam o curso da infecção é bastante escassa, especialmente em relação à transmissão ao 
mosquito vector e ao desenvolvimento esporogónico. A transmissão destas espécies ao mosquito 
provavelmente será afectada não só pela interacção entre as espécies e resposta do hospedeiro 
vertebrado, mas também pela capacidade do mosquito transmitir cada uma das espécies 
isoladamente.  
A competição entre os diferentes clones no hospedeiro vertebrado poderá determinar o 
sucesso da transmissão como sugerem alguns estudos em que a composição clonal de P. chabaudi 
no hospedeiro vertebrado foi semelhante à observada no mosquito (Taylor e Read, 1998; de 
Roode et al., 2005) ou que a transmissão aos mosquitos foi mais baixa em infecções policlonais de 
P. chabaudi, nas quais o número de gametócitos era menor (de Roode et al., 2003). No entanto 
resultados contrários foram observados noutro estudo com dois clones distintos de P. chabaudi, 
onde o potencial de transmissão de infecções policlonais foi mais alto do que o de infecções 
simples, verificando-se a existência de um maior número de gametócitos na infecção policlonal 
(Taylor et al., 1997). 
Mas a competição no hospedeiro vertebrado não poderá explicar o sucesso/insucesso do 
desenvolvimento de cada espécie/população parasitária no mosquito. Competição interespecífica 
entre P. gallinaceum e Plasmodium juxtanucleare foi observada ao nível da fertilização na refeição 
sanguínea, sendo a transmissão de P. gallinaceum significativamente afectada (Paul et al. 2002) e 
Arez e colaboradores (2003) observaram que as infecções com P. falciparum em mosquitos 
apresentam menos variedade de genótipos que no hospedeiro humano. 
O desenvolvimento esporogónico não será apenas afectado por factores intrínsecos do 
parasita ou competição entre eles, mas também por factores do hospedeiro. Um dos principais 
factores que provavelmente será determinante para o desenvolvimento esporogónico será a 
resposta imunológica do mosquito. Hoje sabemos que o mosquito é capaz de montar uma 
resposta imunológica eficaz contra Plasmodium, e embora não existam muitos estudos sobre este 
assunto, esta resposta poderá ser específica para cada espécie. Os dados da literatura indicam que 
mosquitos Anopheles produzem diferentes respostas imunológicas contra diferentes espécies de 
Plasmodium. Por exemplo, mosquitos A. gambiae, têm alterações na transcrição de genes associados 
à resposta imunológica que diferem com a infecção por P. falciparum ou P. berghei (Tahar et al., 
2002 and Dong et al., 2006).  
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O modo como as espécies de P. falciparum e P. vivax, que coabitam geograficamente, 
interagem durante o desenvolvimento esporogónico é totalmente desconhecido e 
consequentemente o impacto da infecção mista na transmissão de malária do mosquito ao 
Homem. Sabendo-se que a competição entre parasitas e o modo como o mosquito controla a 
infecção pode variar com a espécie, os objectivos do trabalho consistiram em caracterizar e 
comparar a dinâmica de infecção simples e mista destas duas espécies, assim como estudar a 
resposta imunológica do mosquito a cada tipo de infecção. Para isso foi estudada a expressão de 
vários genes envolvidos na resposta imunológica do mosquito.  
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V.2- MATERIAL E MÉTODOS 
 
V.2.1- Manutenção de mosquitos 
Mosquitos A. albimanus provenientes da colónia de mosquitos do Instituto de Inmunologia 
del Valle, sede de Buenaventura, foram mantidos a 27-29 ºC. Nesta colónia são produzidos em 
separado mosquitos A. albimanus, colonizados a partir de mosquitos recolhidos em diferentes 
localidades: Zacarias, onde há maior transmissão de P. vivax e Buenaventura, onde a transmissão 
de P. falciparum é mais preponderante. 
 
V.2.2- Recolha de amostras sanguíneas 
Os pacientes foram seleccionados de acordo com a sua infecção, para tal foi necessário que 
houvessem dois pacientes infectados, um com infecção simples de P. falciparum contendo 
gametócitos maturos e outro com infecção simples de P.vivax com pelo menos duas cruzes (11 a 
100 parasitas em cada 100 campos). Antes da recolha de sangue para a experiência, os pacientes 
receberam uma explicação detalhada acerca dos objectivos do estudo e uma declaração de 
consentimento informado foi assinada (ver modelo usado em anexo). Foi também preenchido 
um questionário com alguns dados pessoais dos pacientes.  
O sangue dos pacientes foi colhido para: 1) produção de esfregaços sanguíneos e gota 
espessa; 2) preparação de DNA (papel de filtro); 3) preparação de RNA (Trizol LS a -70ºC) ; 4) e 
separação de plasma e eritrócitos. A fracção de glóbulos vermelhos foi lavada com meio RPMI e 
ressuspendido em plasma AB, sendo depois usado nos ensaios de alimentação artificial de 
membrana de mosquitos. O plasma foi guardado a -70 ºC para uso futuro em estudos 
imunológicos. 
 
V.2.3- Infecções de mosquitos 
Os mosquitos foram alimentados como descrito por Hurtado e colaboradores (1997). Em 
resumo, os mosquitos foram mantidos em jejum pelo menos 5 horas antes da alimentação. Lotes 
de 500 mosquitos foram alimentados durante 30 minutos à temperatura ambiente (28 ±1 oC). Os 
mosquitos não alimentados foram descartados e os que ficaram foram mantidos com uma 
solução de 10% de glicose.  
Em cada experiência quatro grupos de mosquitos foram alimentados do seguinte modo: 
Grupo I – pelo menos 500 mosquitos A. albimanus alimentados com uma mistura de 
sangue infectado com P. falciparum e P. vivax. 
Grupo II – pelo menos 500 mosquitos A. albimanus alimentados com sangue infectado com 
P. falciparum. 
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D1 D8D4D0 D15
Abdómen ? DNA
Intestino médio e corpo 
gordo ? RNA
Abdómen ? DNA
Contagem oocistos
Intestino médio e corpo 
gordo ? RNA
Abdómen ? DNA
Contagem 
esporozoitos
Pf Pv
Pf + Pv Controlo
infecção
Grupo III – pelo menos 500 mosquitos A. albimanus alimentados com sangue infectado 
com P. vivax.  
Grupo IV – pelo menos 500 mosquitos A. albimanus alimentados com sangue não 
infectado (controlo negativo). 
Esta experiência foi repetida sete vezes, tendo sido utilizado o mesmo dador de sangue 
infectado com P. falciparum na sexta e sétima experiências. No entanto em quatro experiências 
não foram observados oocistos em pelo menos um dos grupos de infecção, ao oitavo dia pós 
infecção, e como tal não foram posteriormente usadas para este estudo.  
As duas primeiras experiência foram feitas em duplicado, com mosquitos A. albimanus 
provenientes de colónias iniciadas com mosquitos de diferentes localidades: Zacarias e 
Buenaventura, com o objectivo de avaliar qual dos dois tipos de mosquitos seria o mais adequado 
para continuar com o estudo. Após a segunda experiência decidiu-se usar os mosquitos isolados 
da localidade de Zacarias, com base nos bons resultados obtidos na primeira experiência e devido 
à sobrevivência muito baixa dos mosquitos isolados em Buenaventura. No grupo de mosquitos 
isolados de Buenaventura, em ambas as experiências, a mortalidade foi tão elevada que ao D8 
quase não havia mosquitos suficientes para contagem de oocistos ou recolha de material (< 10 
em cada grupo). 
 
V.2.4- Recolha de material biológico. 
De modo a detectar a infecção no intestino médio e glândulas salivares foram colectados 
individualmente abdómens ou tóraxes em tubos para extracção de DNA. Para determinar o perfil 
de expressão de genes do mosquito foram colectados conjuntos de 40 intestinos médios. De 
seguida, retirou-se da carcaça do abdómen, os túbulos de Malpighi e os ovários; o restante, que 
equivale ao corpo gordo, foi recolhido para extracção de RNA (ver tabela V.1). O processo de 
recolha de amostras encontra-se esquematizado na figura V.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.1- Esquema de recolha de material biológico. D0- dia zero; D1- dia 1; D5- dia 5; 
D8-10- dias 8 a 10; D15- dia 15. 
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Tabela V.1 – Tipo de amostra e quantidade recolhida, em cada experiência.  
Experiência  DNA RNA 
  abdómen tórax intestino médio corpo gordo 
  Dia 1 Dia5 Dia 8 Dia 15 Dia 1 Dia 8 Dia 1 Dia 8 
I 
Pf 10 10 10 - 40 40 40 40 
Pv 10 10 10 - 40 40 40 40 
Pf + Pv 10 10 10 - 40 40 40 40 
C(-) 10 10 10 - 40 40 40 40 
          
II 
Pf 10 20 30 30 40 40 40 40 
Pv 10 20 30 30 40 40 40 40 
Pf + Pv 10 20 30 30 40 40 40 40 
C(-) 10 10 10 10 40 40 40 40 
          
III 
Pf 30 30 30 - 40 40 40 40 
Pv 30 30 30 - 40 40 40 40 
Pf + Pv 30 30 30 - 40 40 40 40 
C(-) 10 10 10 - 40 40 40 40 
          
IV 
Pf 30 30 30 - 40 40 40 40 
Pv 30 30 30 - 40 40 40 40 
Pf + Pv 30 30 30 - 40 40 40 40 
C(-) 10 10 10 - 40 40 40 40 
Pf- infecção com P. falciparum; Pv- infecção com P. vivax; Pf + Pv- infecção mista com P. falciparum e P. vivax; C(-)- 
mosquitos alimentados com sangue não infectado (controlo negativo). 
 
V.2.5- Extracção de DNA 
Os mosquitos foram recolhidos para uma solução de NaCl (0,9% p/v) em gelo e foram 
homogeneizados com a ponta da pipeta. Adicionou-se 240 μl de Chelex-100 (5% p/v) 
previamente aquecido a 100 ºC e agitado no vórtex. As amostras foram aquecidas 10 minutos a 
100 ºC e depois centrifugadas a 14000 rpm, durante 10 minutos. 
O sobrenadante foi recolhido, adicionou-se 45 μl de acetato de sódio e 1 ml de etanol 
absoluto, agitou-se no vórtex e deixou-se a precipitar de um dia para o outro a -20 ºC. 
As amostras foram centrifugadas 15 minutos a 140000 rpm, o sobrenadante foi recolhido e 
adicionou-se 800 μl de etanol a 80%. As amostras foram agitadas e centrifugadas a 14000 rpm, 
durante 10 minutos. 
O sobrenadante foi retirado e após secagem, o depósito foi diluído em tampão TE (10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). 
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V.2.6- Detecção de Plasmodium por PCR 
A detecção de Plasmodium foi feita por amplificação de genes que codificam para a pequena 
unidade de RNA ribossomal por nested-PCR (Snounou et al., 1993).  
A primeira reacção de PCR foi realizado com 1 μl da solução de DNA num volume final de 
20 μl, contendo 10 mM de Tris-HCl a pH 8,3; 50 mM de KCl; 2 mM de MgCl2; 125 μM de 
dNTPs; 0,125 μM de primer rPLU5 e rPLU6 (tabela V.2); 0,4 U de Taq polimerase (Promega).  
A segunda reacção de PCR foi realizado com 1 μl de produto amplificado do primeiro 
PCR, num volume final de 20 μl, contendo 10 mM de Tris-HCl a pH 8,3; 50 mM de KCl; 2 mM 
de MgCl2; 125 μM de dNTPs; 0,125 μM de cada primer (FAL1 FAL2, MAL1 MAL2, OVA1 
OVA2, VIV1 VIV2- ver tabela V.2); 0,4 U de Taq polimerase (Promega).  
 
Tabela V.2- Primers usados para identificação de espécies de Plasmodium. 
 Nome Sequência (5'? 3') Tamanho do 
fragmento 
Género 
Plasmodium 
rPLU5 CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC 1200 pb 
rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
P. falciparum rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 205 pb 
rFAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC
P. malariae rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 144 pb 
rMAL2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA
P. ovale rOVA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA 800 pb 
rOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG
P. vivax rVIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 120 pb 
rVIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA
pb- pares de bases 
 
V.2.7- Extracção e purificação de RNA 
RNA celular total foi extraído do intestino médio e corpo gordo usando o método de 
Trizol (Invitrogen- Life Technologies, Espanha) de acordo com as instruções do fabricante.   
Para remover potenciais contaminações com DNA genómico (gDNA), o RNA foi tratado 
com DNaseI. Para tal 1 μg de amostra de RNA foi incubada 15 minutos à temperatura ambiente 
num volume final de 10 μl, contendo 400mM Tris-HCl (pH 8.0); 100mM MgSO4; 10mM CaCl2; e 
1 U de DNase RQ1 (Promega). A reacção foi interrompida por aquecimento da mistura durante 
10 minutos a 65 ºC. 
 
V.2.8- Produção de cDNA por transcrição reversa 
Uma porção do RNA total (0,4 - 1 μg) foi usado para transcrição reversa num volume de 
reacção de 20 μl, contendo tampão de reacção (25 mM Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM 
MgCl2, 10 mM DTT); 10 μM de dNTPs; 0.2 μM do primer 3’-RACE CDS 
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(AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VN) (Clontech, E.U.A.) e 100 U da enzima 
MMLV-RT (Promega). 
 
V.2.9- Identificação de genes de Anopheles albimanus  
 Como o genoma de A. albimanus não se encontra sequenciado, poucas sequências de genes 
associados ao sistema imunológico desta espécie estão disponíveis em bases de dados públicas. A 
obtenção dessas sequências permitiria o estudo de expressão desses genes por PCR quantitativo 
em tempo real. Vários métodos foram usados para tentar obter sequências de genes envolvidos 
na resposta imunológica e do gene ribossomal S7: 
1- Usando primers desenhados para outras espécies do mesmo género (A. gambiae e A. 
stephensi).  
A proximidade genética e existência de zonas codificantes bem conservadas poderiam ser 
um factor importante para o sucesso deste método. Na tabela V.3 estão representados os 
primers usados neste procedimento assim como a espécie para a qual foram originalmente 
desenhados. Estes primers foram usados em reacções de PCR com gDNA e cDNA. Nas 
reacções de PCR foram utilizados o par de primers originalmente desenhado ou o primer 
forward foi usado em conjunto com o primer NUP (tabela V.3) para amplificar amostras de 
cDNA produzido com o primer 3’-RACE CDS. 
2- Usando zonas conservadas em sequências de outras espécies de mosquitos, dos géneros 
Anopheles e Aedes. 
As sequencias foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW, no programa BioEdit, ou 
usando o programa Multalin, em http://bioinfo.genopole-
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html (Corpet, 1988). As zonas mais conservadas foram 
usadas para desenhar primers degenerados (tabela V.3). Os primers desenhados para 
amplificar o gene que codifica a sintetase de óxido nítrico (NOS), foi usado para amplificar 
gDNA e cDNA; os outros primers foram usados em conjunto com o primer NUP para 
amplificar amostras de cDNA que haviam sido produzidas com o primer 3’-RACE CDS. 
3- A sequência do gene PGRP-LB (GI:66735591) foi obtida a partir da base de dados 
pública da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
4- As sequências (parciais) dos genes defensina, cecropina 3, atacina e gambicina foram 
gentilmente fornecidas pelo Doutor Jesus Martinez (INSP, México).  
 
V.2.10- PCR para identificação de sequências de Anopheles albimanus. 
Para cada reacção de PCR foi usado 1 μl de amostra de gDNA, ou cDNA, de A. albimanus, 
e gDNA de A. gambiae ou de A. stephensi como controlo positivo. 
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Tabela V.3– Informação sobre primers usados em reacções de PCR com DNA genómico e 
complementar de A. albimanus, assim como a espécie para que foram inicialmente desenhados. 
Gene Espécie Nome primer Sequência 5’?3’ 
S7 
A. stephensi S7As-F CGGCTGGTGCGTGAATTGG S7As-R GCGGTCTCTTCTGCTTGTTGG 
A. gambiae S7Ag-F GAGGTGGTCGGCAAGCGTATCC S7Ag-R CGATGGTGGTCTGCTGGTTCTTATCC 
5a1 
(AGAP005310) 
A. stephensi As5a1-F AGTGCCGGAGCTGGATTCTGTATGG As5a1-R CTGAAGTAGCCGACGTCGATGAAAAC 
A. gambiae Ag5a1-F CGATCTGGCCGTGGTGGAG Ag5a1-R ACGGTGGCGAGCAAGTTTTCA 
ClipB9 A. gambiae Sp14A-F GGACGAAGGCGAACGACT Sp14A-R ACAGCTGCTCCCCAATGA 
ClipB4 A. gambiae Sp14D1-F CGGCAAGTGTGTCCTGT Sp14D1-R CGCGTAGAAGTCATCCTC 
ClipB1 A. gambiae Sp14D2-F TGGGGCCAGACGGAAAACAGT Sp14D2-R CCGCGGCACGAGTCCTTACCC 
SCASP1 A. gambiae Sp22D-F TATTCCCGCACCCCAGCAACAAAC Sp22D-R GAGCGCAAATCAAACCCATCGTAG 
AgSP24D A. gambiae Sp24D-F TGGCCCGAGTAATAACGCACGAG Sp24D-R TACATACGCCCCAGCCCGAGATAA 
Defensina A. gambiae Def-F GTACCATTGCCGTTGTGCTG Def-R GATAGCGGCGAGCGATACAG 
Cecropina A. gambiae Cec-F CAACCCAGAGACCAACCAACCAC Cec-R ACTGCCAGCACGACAAAGATGAAG 
Gambicina A. gambiae Gamb-F GCATCGGGGCACGCTACTGT Gamb-R GGTCCTGCCGATGATGGT TCC 
NOS A. gambiae AgNOS-F GAAAACATTCCAAAGACCT AgNOS-R GCCGAAAATGTCCTCGTG 
PGRP-S2 A. gambiae PGRPS2-F ATTCGGGATGGCGTTGGTGA PGRPS2-R TAGGAAGGATAGGCGGCAGTGAA 
PGRP-S3 
A. gambiae PGRPS3-old-R GGTGACTCCCCGATAACGAATAAT PGRPS3-old-F TCTCCAAACCAAGGTAAACACATA 
A. gambiae PGRPS3-new-F TATGCAGCGTGACGTAGTATGG PGRPS3-new-R TGATTAGCACAACGATGAGATTAGC 
AGAP001199 A. gambiae 1644280-F GCCGGCGAGCACGACTTCAG 1644280-R CGGTTCCGGCAGCGAGAC 
ClipA2 A. gambiae ISPL5-F CTTAACAACATTGCCGTGCTGGAG ISPL5-R ATATCTGCGTCGGTGGTGCGTTCT 
Cecropina 1 e --- Cec1e3-ex1-F ATGAACTTCDMVAGHTNTTYVTCHTBRTSG 
Cecropina 2* --- Cec2-ex1-F ATGAACTTCRMVMWGDTNTTYSTCS 
Defensina* --- Def-deg-F GGAYGAACTGCCSGAGGAAAC 
NOS --- NOS-5-8-F SCAAGCAYGAYTAYCGCATYTG --- NOS-5-8-R GCTCTCGCTGGCBGTGTGRAC 
--- --- NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
* O primer reverse usado nesta reacção foi o NUP 
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A reacção base foi realizada com 1 μl de amostra num volume final de 25 μl, contendo 75 
mM de Tris-HCl a pH 8,8; 20 mM de (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20; 2 mM de MgCl2; 20 μM de 
dNTPs; 0,5 μM de cada primer (tabela V.3); 0,5 U de Taq polimerase (Fermentas).  
A reacção de PCR foi realizada com um período de desnaturação inicial de 5 minutos a 94 
ºC, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos 55ºC e 45 segundos a 72ºC, um 
passo de extensão final de 7 minutos a 72ºC.  
Vários factores foram testados: (1) diferentes concentrações de MgCl2; (2) Diferentes 
concentrações de primers; (3) Diferentes temperaturas de annealing, usando inicialmente as 
temperaturas de annealing óptimas para o par de primers e posteriormente testando temperaturas 
mais baixas; (4) variação do número de ciclos. Em alguns casos as amostras foram reamplificadas, 
usando condições mais ou menos específicas no segundo PCR.  
 
V.2.11- Purificação de produto de PCR a partir de bandas do gel de agarose. 
Quando foram obtidas bandas individuais com tamanho próximo ao esperado, foram 
extraídas e purificadas do gel de agarose, usando o kit QIAquick (QIAGEN, Alemanha) de 
acordo com as instruções do fabricante. 
 
V.2.12- Clonagem e isolamento dos plasmídeos 
As bandas obtidas foram clonadas num vector TA, usando o sistema pGEM-T (Promega, 
França) de acordo com as instruções do fabricante.  
Os plasmídeos foram recuperados, usando o kit QIAprep Miniprep (QIAGEN) de acordo 
com as instruções do fabricante.  
 
V.2.13- Sequenciação dos fragmentos clonados 
A sequenciação foi feita pela empresa Macrogen (Coreia do Sul). As sequências obtidas 
foram processadas e comparadas com sequências das bases de dados do Ensembl e TIGR, 
usando os programas BLAT e tBLASTX. 
 
V.2.14- PCR quantitativo em tempo real 
A expressão dos genes PGRP-LB, defensina, gambicina, cecropina 3 e atacina foi estudada 
por PCR quantitativo em tempo real (QT-PCR). O gene S7 foi usado como controlo interno. As 
rectas padrão foram construídas a partir de concentrações conhecidas e sucessivas diluições 1/10 
de uma amostra de gDNA de A. albimanus. O valor obtido para os grupos infectados foi dividido 
pelos obtidos para o grupo controlo não infectado. 
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A reacção de PCR foi efectuada com qPCR core kit para SYBR Green (Eurogentec, 
Belgica), usando o ICycler (BIORAD, Portugal). A concentração final dos reagentes foi 1x 
tampão de reacção, 3,5 mM MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0,3 µM de cada primer, 0,025 U/µl de 
enzima Hot GoldStar e 1/66000 de SYBR green num volume final de 20 µl. Usou-se 1 µl de 
cDNA diluído 1:10 ou 1:100 para amplificação. As condições de amplificação foram 10 minutos 
a 95 ºC para desnaturação, seguido de 40 ciclos a 95 ºC durante 15 segundos e 60 minutos. Os 
primers usados para amplificação estão descritos na tabela V.4. Para alguns genes o primeiro par 
de primers não funcionou, assim foi desenhado um segundo par. 
 
Tabela V.4- Primers usados para reacção de PCR em tempo real.  
Gene Nome primer Sequência 5’?3’ 
S7 
S7Aa-F CGCTCCCGAACCCTGAC 
S7Aa-R GCTTGCCGACCACTTCC 
S7Aa(2)-F** AGCCGCGACCCYAACAAGCAGAAG 
S7Aa(2)-R** CCGCCGGGAAGACCAAATC 
clipB1* 
Sp14D2Aa-F GGTGGTGGACAATGAGG 
Sp14D2Aa-R AATGATTTCCAACCGTATCG 
Sp14D2Aa(2)-F GCACGAAGAAGCTCCATCTG 
Sp14D2Aa(2)-R GAACGCATCGGCACATACC 
PGRP-LB PGRP-LBAa-F** CTACCGCCGAAGAAAATGC 
PGRP-LBAa-R** CGAGGAGCGTGTAGTTGC 
defensina 
AaDef-F AGTGCTGCCGTTGCCGATAGTC 
AaDef-R GCCTCTCCGATCTTCTGCGTTCTTAG 
AaDef(2)-F** CACCATGCGGCACTTGAGAACTAC 
AaDef(2)-R** ACTGCTGCCCACACCGAATCCAC 
cecropina 3 
AaCEC3-F CGAACCTAAGACGACGATGAAC 
AaCEC3-R CGGCGATGACTGGCAATG 
AaCEC3(2)-F** GGAAACCCGCACGAACCTAAGAC 
AaCEC3(2)-R** AGCACCGCGATCGCCACCATAA 
gambicina 
Gamb-Aa-ex3-F TGGCAGATGCGTTGATTCTTAC 
Gamb-Aa-ex3-R AGAGACTTGCTTCATTCGTTTCC 
AaGamb(3)-F** CGAGATGAAGGTAGCCAGCGTGTG 
AaGamb(3)-R** GCAAGTCGAAGCATAAGCGTAGA 
atacina 
AaAta-F GAACGGCAAACGAAAGGACATC 
AaAta-R ATGGAAGTAAGCATTCAGTAGTTGTG 
AaAta(2)-F** GGCGGACTGCAGGAATGAAACTCT 
AaAta(2)-R** CGATCGGCCTCCAAAACACCAG 
*- não foi possível obter resultados para a clipB1; **- pares de primers com os quais os 
resultados foram obtidos. 
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Apesar de se ter desenhado e testado mais do que um primer para amplificar a clipB1, não 
foi possível obter resultados de expressão, possivelmente pelos primers não serem muito eficazes. 
O desenho de primers para este gene é limitado pela sequência disponível ser pequena (165 pares 
de bases). 
 
V.2.15- Análise estatística 
O teste exacto de Fisher (http://www.langsrud.com/fisher.htm) foi usado para comparar 
as taxas de infecção de cada grupo de infecção, usando dados combinados das várias experiências 
realizadas. A intensidade de infecção (número de oocistos por mosquito) e a expressão dos vários 
genes foram analisadas através do teste de Kruskal-Wallis, usando o programa informático SPSS 
v 16.0 for Windows (SPSS, Inc.). O nível de significância considerado foi p<0,05.  
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V.3- RESULTADOS 
 
V.3.1- Análise da dinâmica de infecção 
A detecção de espécie e parasitémia nos doentes foi realizada, após consulta clínica, por 
microscopia óptica, e a partir dessa avaliação foram seleccionados os pacientes para as 
experiências (tabela V.5). O sangue recolhido em sangue de filtro foi depois usado para 
diagnóstico por PCR das espécies presentes (tabela V.5), assim como para quantificação por PCR 
quantitativo em tempo real. 
 
Tabela V.5- Detecção e parasitémia de Plasmodium nos pacientes participantes neste estudo, 
por microscopia óptica e por PCR. 
Experiência 
 
Paciente 
Identificação de espécies 
Microscopia óptica PCR 
1 1 Pv (++) Pv 
1 2 Pf (320 g/µl) Pf 
2 3 Pv (++) Pv 
2 4 Pf (500 g/µl) Pf 
3 5 Pv (++) Pv 
3 e 4 6 Pf (400 g/µl) Pf 
4 7 Pv (++) Pf + Pv 
Pf- P. falciparum; PV- P. vivax; V- resultado positivo para P. vivax; F- resultado positivo para 
P. falciparum. g/µl- gametócitos por microlitro; ++- 11 a 100 parasitas em 100 campos 
 
Apesar de não ter sido detectado na altura da infecção, por microscopia óptica, análises 
posteriores por PCR verificaram que o paciente da experiência 4, identificado como infectado 
com P. vivax estava também infectado com P. falciparum. Uma segunda análise mais detalhada, das 
lâminas, por microscopia óptica confirmou a infecção mista. Este caso poderá ter afectado a 
percentagem de mosquitos infectados com P. falciparum na infecção mista da experiência 4. Este 
factor poderia ainda afectar a análise de expressão génica como resposta a cada uma das espécies, 
desse modo a quarta experiência não foi considerada para a análise de expressão. 
A infecção dos mosquitos foi avaliada por microscopia óptica, por detecção e contagem de 
oocistos aos dias 8 a 10 pós-infecção (p.i.). Na tabela V.6 estão representadas as contagens 
efectuadas, representado o número de mosquitos analisados, o número de infectados, a mediana, 
máximo e mínimo de oocistos por mosquito em cada grupo experimental. 
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Apesar de mais experiências terem sido realizadas, apenas estas quatro foram apresentadas, 
pois as outras não apresentaram nenhum mosquito infectado, quando foi feita a contagem de 
oocistos a partir do dia 8. 
 
Tabela V.6 – Contagens de oocistos.  
Exp 
Grupo de 
infecção 
N infectados 
(analisados)
Taxa de 
infecção (%)
Mediana Máximo Mínimo
1 MX 5(20) 25 11 22 1 
F 5(10) 50 14 18 1 
V 9(19) 47 11 20 1 
     
2 MX 14(40) 35 1.5 4 1 
F 19(80) 23 2 22 1 
V 11(40) 28 2 18 1 
     
3 MX 1(80) 1.3 1   
F 1(60) 1.7 1   
V 4(40) 10 1 2 1 
     
4 MX 9(40) 22.5 5 36 1 
F 1(60) 1.7 1   
V 29(41) 70 7 33 1 
MX- Infecção experimental mista com P. falciparum e P. vivax; F- Infecção experimental com 
P. falciparum; V- Infecção experimental com P. vivax. 
 
A comparação das taxas de infecção entre cada grupo de infecção, pelo teste de Fisher 
revelou diferenças estatisticamente significativas entre a taxa de infecção observada para o grupo 
de infecção com P. vivax em relação aos grupos de infecção mista e de infecção com P. falciparum. 
A carga parasitária (número de oocistos por intestino médio) foi analisada usando o teste de 
Kruskal-Wallis, mas não foram observadas diferenças entre os vários grupos. 
A detecção e identificação de espécies de Plasmodium por PCR permitiu-nos avaliar o número 
de mosquitos infectados e qual a composição específica do grupo de infecção mista. Na tabela 
V.7 estão representados as percentagens de mosquitos infectados, com cada espécie, em cada 
grupo, nas quatro experiências analisadas.  
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Tabela V.7- Detecção e identificação de espécies de Plasmodium, por PCR. Percentagem de 
mosquitos infectados, com cada espécie em cada grupo experimental. 
D1- 24 horas p.i.; D4-5- dias 4 ou 5 p.i.; D8-10- dias 8 a 10 p.i.. MX- grupo infecção mista; 
F- grupo de infecção com P. falciparum; V- grupo de infecção com P. vivax. Pf- infecção com P. 
falciparum; Pv- infecção com P. vivax. E1, E2, E3 e E4- Experiências 1, 2, 3 e 4. 
 
Tal como previamente observado com a contagem de oocistos a variabilidade entre 
experiências foi alta, verificando-se que a experiência 1 foi a que apresentou maiores taxas de 
infecção.  
Na experiência 1, o número de mosquitos infectados, detectado no grupo de infecção com 
P. falciparum, foi bastante baixo às 24 horas pós-infecção (p.i.), tendo este valor subido nas 
análises posteriores. O número de mosquitos detectados por PCR ao dia 8 p.i. foi mais baixo do 
que o detectado por microscopia óptica. No entanto os mosquitos analisados não foram os 
mesmos e tal poderá ter-se devido a variação derivada da pequena amostragem (apenas 10 
mosquitos analisados por microscopia óptica). Para os outros grupos, o método de PCR detectou 
mais mosquitos infectados que a microscopia óptica. 
A experiência 2 foi aquela em que se observou um maior equilíbrio entre a infecção de P. 
falciparum e P. vivax. A detecção de mosquitos por PCR ao dia 9 detectou menos mosquitos 
infectados no grupo de infecção mista que a contagem pelo microscópio óptico, o que poderá ter 
sido devido à variabilidade inerente à pequena dimensão da amostra ou eventualmente estar 
relacionado com a libertação de esporozoítos ter já ocorrido, dificultando a detecção por PCR. 
Por outro lado a experiência 3 e experiência 4, que foram realizadas no mesmo dia, usando 
sangue de um único paciente infectado com P. falciparum e sangue de dois pacientes com P. vivax, 
apresentou valores bastante baixos de infecção com P. falciparum. No caso da experiência 3 
também foi baixa a infecção com P. vivax. Na experiência 3 foram detectados poucos mosquitos 
infectados por microscopia óptica e nenhum por PCR, no entanto foram analisados mais 
mosquitos por microscopia do que por PCR. Na experiência 4, como se verificou que o paciente 
infectado com P. vivax, estava também infectado com P. falciparum, não é possível saber qual a 
origem da infecção com P. falciparum, no grupo de infecção mista ao dia 8.   
 
 D1 D4-5 D8-10 
 MX Pf Pv MX Pf Pv MX Pf Pv
 Pf+P Pf Pv Pf Pv Pf+P Pf Pv Pf Pv Pf+Pv Pf Pv Pf Pv
E1 0 0 50 0 80 0 0 100 10 90 10 0 90 20 90 
E2 10 0 10 0 30 5 10 25 25 10 6,5 0 9,7 22,6 30 
E3 0 3,7 3,7 4,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E4 0 0 10 4,2 10 0 0 12,5 0 13 0 6,3 28,1 0 71 
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V.3.1- Identificação de genes de Anopheles albimanus 
Várias sequências de A. albimanus foram obtidas, contudo apenas duas dessas sequências 
corresponderam aos genes alvo que pretendíamos sequenciar: os genes S7 e clipB1.  
Para obtenção de fragmentos para cada gene, foi realizado um PCR em condições pouco 
específicas, obtendo-se diversos padrões de bandas (figura V.2). As bandas com tamanhos mais 
próximo do esperado foram isoladas e depois clonadas num vector TA, as colónias obtidas foram 
testadas por PCR (figura V.2) e seleccionadas para sequenciação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A                                             B 
 
Figura V.2- Electroforese de produtos de PCR. A- PCR com primers S7, para amplificar 
duas amostras diferentes de cDNA de A. albimanus (1 e 2); B- Produto de amplificação de três 
colónias de bactérias clonadas com os produtos de PCR do gel A. 
 
Na tabela V.8 estão anotadas as sequências obtidas, assim como os resultados da análise 
por BLAT e tBLASTX em comparação com a base de dados de A. gambiae da Ensembl 
(http://www.ensembl.org/Multi/blastview). 
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Tabela V.8- Lista de sequências obtidas, o seu tamanho e resultados da análise por BLAT e 
tBLASTX em base de dados de sequências de A. gambiae.  
Nº Gene alvo Gene/função putativa Código de acesso 
Tamanho da 
sequencia 
13 cecropina ---   453 pb 
14 cecropina ---  476 pb 
17 cecropina ---  391 pb 
18 cecropina Oxidoredutase ENSANGP00000018420 212 pb 
19 cecropina Não identificado AB090813.1 707 pb 
20 cecropina ---  221 pb 
7 ClipB1 ClipB1 ENSANGG00000011095 165 pb 
5 ClipB1 G-protein beta WD-40 repeat ENSANGG00000014925 308 pb 
6 ClipB1 Carbohydrate kinase, FGGY ENSANGG00000015648 157 pb 
8 ClipB1 Ligação a quitina/metabolismo Q6VAV5 672 pb 
11 ClipB1 WD repeat 43 ENSANGG00000014925 333 pb 
21 ClipB1 G-protein beta WD-40 repeat ENSANGG00000014925 333 pb 
22 ClipB1 G-protein beta WD-40 repeat ENSANGG00000014925 333 pb 
23 ClipB1 ---  561 pb 
24 ClipB1 ---  438 pb 
1 defensina Transportador mitocondrial ENSANGG00000012281 690 pb 
2 defensina EA2 ENSANGG00000017505 799 pb 
3 defensina Ambíguo ENSANGG00000013315 670 pb 
9 defensina Protease (quimiotripsina) ENSANGG00000012272 189 pb 
10 defensina RNA ribossomal (rRNA) gb|L78065.1|MSQINSP 133 pb 
12 defensina Protease (quimiotripsina) ENSANGG00000012272 189 pb 
25 gambicina Não identificado ENSANGP00000027436 703 pb 
26 gambicina ---  471 pb 
27 gambicina Não identificado ENSANGP00000024428 470 pb 
28 gambicina Proteína ribossomal ENSANGP00000012229 237 pb 
29 NOS ---  330 pb 
4 S7 proteína ribossomal S7 40S ENSANGG00000014460 269 pb  
15 S7 aminopeptidase ENSANGP00000021245 815 pb 
16 S7 Não identificado ENSANGG00000011280 575 pb 
pb- pares de bases 
 
Das 29 sequências, duas correspondem ao gene alvo, para o qual tinham sido desenhados 
os primers. A maior parte das sequências obtidas não correspondeu ao gene alvo que se pretendia 
amplificar, o que pode ser atribuído ao uso de condições de amplificação pouco específicas e a 
variações da sequência destes genes entre ambas as espécies.  
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V.3.2- Análise de expressão de genes associados à resposta imunológica 
De forma a avaliar a resposta imunológica do mosquito, foi analisada a expressão de 5 
genes do sistema imunológico do mosquito (PGRP-LB, atacina, cecropina 3, defensina e 
gambicina), no intestino médio e no corpo gordo às 24 horas e aos dias 8-10 p.i. Os resultados 
apresentados, nos gráficos das figura V.3 a V.7, representam a média dos valores de expressão 
obtidos para cada um dos grupos de infecção divididos pelo valor do controlo não infectado. 
Deste modo, valores acima de 1 representam expressão superior ao controlo e valores abaixo de 
1, o inverso.  
 
PGRP-LB 
A expressão do gene PGRP-LB no intestino médio foi mais variável às 24 horas p.i. que aos 
dias 8 a 10, no entanto os valores de expressão mantiveram-se sempre em níveis próximos do 
controlo (figura V.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.3- Padrão de expressão da PGRP-LB, obtido por qRT-PCR, no intestino médio e 
corpo gordo, 1 dia p.i. (D1) e 8 a 10 dias p.i. (D8-10). Os resultados representam a média e o 
desvio padrão de 3 experiências independentes. O incremento/decremento foi calculado 
dividindo a expressão de cada grupo de infecção pela expressão do respectivo grupo controlo não 
infectado. Pf/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. falciparum; 
Mix/C- Incremento/decremento da expressão do grupo com infecção mista (P. vivax e P. 
falciparum); Pv/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. vivax.  
 
No corpo gordo a média de expressão nos dois pontos de análise, 24 horas p.i. e dias 8 a 10 
p.i., foi ligeiramente acima da expressão observada para o controlo, a expressão no grupo 
infectado com P. falciparum foi mais alta nos dias 8 a 10 p.i do que às 24h e o inverso foi 
observado para os outros grupos de infecção. Os resultados observados são variáveis mas 
indicam uma regulação positiva deste gene no corpo gordo de mosquitos infectados.  
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Defensina 
A expressão da defensina no intestino médio, foi mais alta no grupo de infecção com P. vivax 
às 24 horas p.i., mostrando um aumento médio de expressão de 2,8 vezes em relação ao controlo 
e no grupo infectado com P. falciparum aos dias 8 a 10 p.i., com um aumento médio de expressão 
de 2,2 vezes em relação ao controlo (figura V.4). Os outros grupos apresentaram valores de 
expressão próximos do controlo (diferença inferior a 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.4- Padrão de expressão da defensina, obtido por qRT-PCR, no intestino médio e 
corpo gordo, 1 dia p.i. (D1) e 8 a 10 dias p.i. (D8-10). Os resultados representam a média e o 
desvio padrão de 3 experiências independentes. O incremento/decremento foi calculado 
dividindo a expressão de cada grupo de infecção pela expressão do respectivo grupo controlo não 
infectado. Pf/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. falciparum; 
Mix/C- Incremento/decremento da expressão do grupo com infecção mista (P. vivax e P. 
falciparum); Pv/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. vivax.  
 
No corpo gordo detectaram-se maiores diferenças de expressão em relação ao controlo. 
Existe grande variabilidade entre os grupos infectados às 24 horas, apresentando o grupo de 
infecção com P. vivax um valor de expressão média 5 vezes superior ao controlo e 3,6 vezes 
maior que o grupo de infecção mista. Nos dias 8 a 10 p.i. a expressão média dos grupos 
infectados é bastante mais alta do que no controlo, indicando a sobre-regulação da defensina no 
corpo gordo de mosquitos infectados 8 a 10 dias após a infecção. 
 
Cecropina 3 
A expressão de cecropina 3 no intestino médio, às 24 horas p.i., foi mais alta nos grupos 
infectados que no grupo controlo (4,1 a 4,8 vezes mais alta). Nos dias 8 a 10 p.i., a expressão no 
grupo infectado com P. vivax foi 4,2 vezes mais baixa que no controlo (figura V.5).  
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Figura V.5- Padrão de expressão da cecropina 3, obtido por qRT-PCR, no intestino médio e 
corpo gordo, 1 dia p.i. (D1) e 8 a 10 dias p.i. (D8-10). Os resultados representam a média e o 
desvio padrão de 3 experiências independentes. O incremento/decremento foi calculado 
dividindo a expressão de cada grupo de infecção pela expressão do respectivo grupo controlo não 
infectado. Pf/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. falciparum; 
Mix/C- Incremento/decremento da expressão do grupo com infecção mista (P. vivax e P. 
falciparum); Pv/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. vivax.  
 
No corpo gordo, às 24 horas, a expressão de cecropina estava aumentada nos mosquitos 
infectados com P. vivax e P. falciparum, respectivamente 3,2 e 3,6 vezes. Enquanto o grupo de 
infecção mista apresentou valores de expressão próximos do controlo. Nos dias 8 a 10 pós-
infecção verificou-se um aumento de expressão em todos os grupos infectados especialmente nos 
mosquitos infectados com P. falciparum. No entanto este valor é desviado por uma experiência 
que apresenta valores muito altos e diferentes das outras duas experiências. 
 
Gambicina 
A expressão da gambicina no intestino médio dos mosquitos infectados apresentou sempre 
níveis muito próximos do controlo, em ambos os pontos de amostragem (figura V.6).  
No corpo gordo foi observado uma aumento de expressão a partir dos dias 8-10 p.i.. 
Todos o grupos de infecção apresentaram neste dia expressões médias entre 3,8 e 166,6 vezes 
superiores às observadas para o controlo. O valor extremamente alto observado para o grupo 
infectado com P. falciparum foi desviado pelo valor obtido em apenas uma das experiências. 
 
 
 
 
92 
0,1
1
10
100
1000
D1 D8-10
intestino médio
Pf/C
Mix/C
Pv/C
0,1
1
10
100
1000
D1 D8-10
corpo gordo
Pf/C
Mix/C
Pv/C
0,1
1
10
D1 D8-10
intestino médio
Pf/C
Mix/C
Pv/C
0,1
1
10
D1 D8-10
corpo gordo
Pf/C
Mix/C
Pv/C
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura V.6- Padrão de expressão da gambicina, obtido por qRT-PCR, no intestino médio e 
corpo gordo, 1 dia p.i. (D1) e 8 a 10 dias p.i. (D8-10). Os resultados representam a média e o 
desvio padrão de 3 experiências independentes. O incremento/decremento foi calculado 
dividindo a expressão de cada grupo de infecção pela expressão do respectivo grupo controlo não 
infectado. Pf/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. falciparum; 
Mix/C- Incremento/decremento da expressão do grupo com infecção mista (P. vivax e P. 
falciparum); Pv/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. vivax.  
 
Atacina 
A expressão da atacina no intestino médio dos mosquitos infectados mostrou sempre níveis 
muito próximos do controlo, em ambos os pontos de recolha de amostras (figura V.7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.7- Padrão de expressão da atacina, obtido por qRT-PCR, no intestino médio e 
corpo gordo, 1 dia p.i. (D1) e 8 a 10 dias p.i. (D8-10). Os resultados representam a média e o 
desvio padrão de 3 experiências independentes. O incremento/decremento foi calculado 
dividindo a expressão de cada grupo de infecção pela expressão do respectivo grupo controlo não 
infectado. Pf/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. falciparum; 
Mix/C- Incremento/decremento da expressão do grupo com infecção mista (P. vivax e P. 
falciparum); Pv/C- Incremento/decremento da expressão do grupo infectado com P. vivax.  
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No corpo gordo foram também observados níveis próximos do controlo, observando-se 
apenas um maior desvio da expressão deste gene no grupo de infecção mista nos dias 8 a 10 p.i. 
(2,7 vezes mais alta do que no controlo).  
 
Apesar da variabilidade encontrada, de um modo geral podemos resumir que a cecropina 3 
é o péptido antimicrobiano cuja expressão está mais alterada no intestino médio às 24h durante a 
invasão do epitélio. Que os níveis de expressão são mais elevados no corpo gordo sobretudo ao 
dia 8-11 (libertação dos esporozoitos) e que as maiores diferenças entre as infecções por P. vivax, 
P. falciparum ou mista  parecem ocorrer no corpo gordo tanto ao D1 como ao D8-11. 
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V.4- DISCUSSÃO 
 
Apesar de infecções naturais com múltiplos genótipos e espécies de parasitas serem 
comuns, muito pouco tem sido estudado sobre este tema, especialmente no que diz respeito à 
transmissão. Neste trabalho foi posto em prática, pela primeira vez um sistema de infecção 
experimental de mosquitos com P. falciparum e P. vivax, as duas espécies de Plasmodium mais 
importantes para o Homem. 
A realização deste tipo de estudo não é simples por várias razões: 1) não existem sistemas 
de cultura contínua de P. vivax in vitro, o que torna este tipo de experiência dependente de 
pacientes infectados com P. vivax, o que introduz várias limitações tais como a necessidade do 
estudo ser feito numa zona endémica, ou a variabilidade derivada do hospedeiro; 2) a 
condicionante deste estudo ter de ser efectuado numa zona de transmissão endémica de P. vivax, 
implica também que a transmissão de P. falciparum ocorra nesta área, ou então que exista um 
laboratório com capacidade de produzir in vitro, parasitas da espécie P. falciparum infecciosos ao 
mosquitos. As zonas de transmissão endémica destes parasitas são geralmente zonas pobres onde 
dificilmente se encontrará um laboratório com capacidade de cultivar P. falciparum. 3) É ainda 
necessário um insectário com capacidade para produzir mosquitos suficientes para o trabalho, 
assim como condições que permitam que estes mosquitos sejam infectados em segurança. 
Buenaventura, o local de realização deste trabalho, é um local privilegiado para este tipo de 
estudo, pois existem pacientes infectados naturalmente com infecções simples de P. vivax e P. 
falciparum, cuja transmissão está localizada em diferentes zonas. A transmissão de P. falciparum 
acontece sobretudo na orla costeira e a de P. vivax em zonas mais interiores de floresta tropical 
(Felipe Zamora, comunicação oral). O Instituto de Inmunologia del Valle, possui um insectário 
bem estabelecido de A. albimanus com capacidade de produção de grande número de mosquitos, 
assim como uma clínica que recebe pacientes infectados com malária e onde é possível fazer o 
diagnóstico rápido por microscopia óptica, recolher sangue e prepará-lo para a experiência.  
Nas instalações de Buenaventura faltam algumas condições para que o seguimento do 
trabalho seja realizado no local, mas a sua proximidade a Cali, onde o Instituto de Inmunologia 
del Valle possui outras instalações, permite que estes sejam transportados para o insectário aí 
existente. Nas instalações de Cali existem condições para realizar o resto da experiência tais como 
dissecções de mosquitos, contagem de oocistos, e extracção de DNA e RNA.  
Verificou-se que em geral, com este sistema de infecção de mosquitos A. albimanus, a 
infecção por P. vivax é mais forte do que por P. falciparum, quer em percentagem de mosquitos 
infectados quer em termos de carga parasitária. A infecção é também mais fácil de obter para P. 
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vivax pois os gametócitos desta espécie mantêm-se activos por mais tempo após a recolha de 
sangue do que os de P. falciparum, podendo a infecção ser realizada num tempo mais alargado. 
Várias melhorias foram inseridas neste estudo desde a primeira experiência até à última. 
Inicialmente foram feitas experiências para definir quais os mosquitos mais adequados para esta 
experiência, visto que o insectário mantinha mosquitos A. albimanus isolados de duas localidades 
diferentes, uma onde existe transmissão essencialmente de P. vivax (Zacarias) e outra onde a 
transmissão é essencialmente de P. falciparum (Buenaventura). O trabalho foi continuado com os 
mosquitos da localidade de Zacarias pois verificou-se que infectou bem com as duas espécies e 
apresentou ainda maior sobrevivência. Esta selecção permitiu aumentar o número de mosquitos 
infectados inicialmente nas experiências seguintes, sendo possível aumentar as dissecções para 
contagens de oocistos e para recolha de material ao longo da experiência.  
Da análise da dinâmica de infecções não foi possível inferir qualquer tipo de efeito duma 
espécie sobre a outra. Isso não significa que essa interferência, positiva ou negativa, não exista, 
apenas que seria necessário efectuar um maior número de experiências e aumentar o número de 
observações em cada experiência para detectar esse efeito. 
Os métodos postos em prática para obtenção da sequência parcial de genes de A. albimanus 
a partir do conhecimento existente para outras espécies de mosquitos, foi bem sucedida para o 
gene ribossomal S7 e para a o gene ClipB1, provavelmente devido a serem genes bem conservados 
entre espécies, pois possíveis mutações na sequência deste gene poderiam ser prejudiciais ao seu 
funcionamento e como tal seleccionadas negativamente.  
Não foi possível obter do mesmo modo as sequências dos outros genes analisados, vários 
factores terão contribuído para este facto: 1) foi previamente verificado que determinados genes 
do sistema imunológico do mosquito, especialmente genes de detecção de agentes patogénicos e 
genes efectores, apresentam um maior nível de diferenciação filogenética (Christophides et al., 
2002); 2) O uso de condições pouco específicas para amplificação por PCR levou à observação 
de diversas bandas inespecíficas ou mesmo observação de arrastamentos na electroforese, 
indicando inespecificidade demasiado elevada. Estes problemas levaram a que fosse necessário 
proceder a muitas reacções de optimização, de modo a obter uma ou mais bandas bem definidas. 
Foi necessário seleccionar algumas bandas para sequenciar e não corresponderam ao gene 
procurado. O aumento do número de bandas sequenciadas provavelmente permitiria obter 
algumas das sequências procuradas, mas tal processo tornaria o método demasiadamente longo e 
dispendioso. Esta lacuna foi parcialmente ultrapassada com a cedência de diversas sequências por 
Jesus Martinez (INSP, México, México). 
Os genes do sistema imunológico analisado representam duas funções, o reconhecimento 
de padrões (PGRP-LB) e mecanismos efectores, nomeadamente por péptidos antimicrobianos 
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(defensina, cecropina 3, gambicina, atacina) (Christophides et al., 2002). Com o estudo da expressão de 
vários genes do sistema imunológico pretendia-se ter uma ideia preliminar se as infecções com as 
diferentes espécies afectavam a expressão destes genes, se afectavam a expressão de forma 
diferente e se a expressão era ainda alterada quando a infecção era mista.  
Os pontos de recolha de material para a extracção de RNA, foram seleccionados de 
acordo, com os eventos mais importantes, na interacção entre mosquito e parasita nesta fase do 
desenvolvimento: a invasão do intestino médio, às 24 horas pós alimentação sanguínea e o início 
da ruptura dos oocistos, libertando os esporozoítos para a hemolinfa, a partir do oitavo dia pós 
alimentação.  
Os resultados obtidos para a expressão dos diversos genes analisados foram bastante 
variáveis, mas permitiram retirar algumas indicações. No intestino médio as maiores diferenças 
foram observadas às 24 horas, especialmente para o gene da cecropina 3, provavelmente como 
resposta à invasão dos oocinetos. No corpo gordo foram observadas alterações na expressão em 
ambos os pontos mas mais marcadamente nos dias 8 a 10 pós infecção. Estes resultados estão 
próximos do esperado, sendo que no intestino médio seria de esperar uma reacção imune mais 
forte às 24 horas, na altura em que é invadido pelos oocinetos, enquanto que no corpo gordo se 
esperava uma reacção mais forte a partir do dia 8 pós-infecção, altura em que os oocistos estão 
completamente desenvolvidos e começam a libertar os esporozoítos para a hemolinfa. No 
entanto também será normal esperar uma resposta na hemolinfa na altura da refeição sanguínea, 
pois foi já descrito que o mosquito é capaz de detectar constituintes do sangue infectado, mesmo 
sem o desenvolvimento de oocinetos e produzir uma resposta imunológica específica, anti-
Plasmodium (Dong et al., 2006).  
As moléculas de reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP) são moléculas do sistema 
imunológico presentes em diferentes grupos animais desde os invertebrados ao Homem (revisto 
por Dziarski e Gupta, 2006). Em Drosophila proteínas desta família estão envolvidas no 
reconhecimento de patógeneos e desencadeiam a transmissão do sinal às vias de sinalização Toll 
(PGRP-S1) e Imd (PGRP-LC e PGRP-LE). Vários genes pertencentes a esta família estão 
anotados no genoma de A. gambiae (Christophides et al., 2002). No corpo gordo a expressão de 
PGRP-LB está ligeiramente aumentada em resposta à infecção por P. vivax, P. falciparum e 
infecção mista, o que tem algum paralelo com estudos realizados com outras espécies do género 
Plasmodium em que o gene PGRP-LB estava transcripcionalmente activado, em A. gambiae, pela 
infecção com P. berghei (Dimopoulos et al., 2002), sendo a sua activação mantida ao longo de todo 
o ciclo de vida do parasita (Christophides et al., 2002).  
O papel do péptido antimicrobiano defensina no controlo da infecção por Plasmodium não é 
totalmente claro. O seu efeito parasiticída foi demonstrado in vitro (Shahabuddin et al., 1998) e sua 
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transcrição é induzida em A. gambiae após a infecção por P. berghei, no corpo gordo e no intestino 
médio às 24 horas após a infecção (Richman et al., 1997; Dimopoulos et al., 1997). Contudo, a 
defensina no mosquito por si só não será a responsável pelo controlo da infecção já que o 
silenciamento do gene tem pouco impacto no desenvolvimento do parasita até à fase de oocisto 
(Blandin et al., 2002).  
Em consonância com o aumento da expressão verificado em resposta ao P berghei 
observaram-se valores de expressão mais altos do que no controlo para ambas as espécies e 
infecções mistas, em especial no corpo gordo para P. vivax às 24 h e para todos os grupo no dia 
oito p.i.. O aumento da expressão 10 dias p.i. (Dimopoulos et al., 1998) já tinha sido descrito para 
infecções com P. berghei, no abdómen e glândulas salivares de A. gambiae, sugerindo algum papel 
no controlo da infecção quando da libertação dos esporozoítos do oocisto. A diferença de 
expressão observada às 24h no corpo gordo entre os mosquitos infectados com P. vivax e os 
outros grupos sugere que a resposta é específica, embora seja inconclusivo quanto à utilidade 
destas diferenças no controlo da infecção.  
Em A. gambiae foram identificadas quatro cecropinas, sendo a cecropina 1 induzida pela 
infecção por Plasmodium (Christophides et al., 2002), esse gene é também capaz de reduzir a 
infecção com P. berghei em mosquitos transformados (Kim et al., 2004). Em relação à cecropina 3 
não existem dados que relacionem este gene com resposta à infecção por Plasmodium, mas a sua 
regulação parece ser feita de forma semelhante à cecropina 1 (Meister et al., 2005).  
Neste trabalho foi observado um aumento de expressão da cecropina 3 para todos os grupos 
de infecção no intestino médio às 24 horas, provavelmente como resposta à invasão do tecido 
epitelial pelo oocineto. No corpo gordo observou-se um aumento geral da expressão, nos dois 
pontos de controlo, com excepção do grupo de infecção mista às 24 horas. O grupo de infecção 
mista apresentou sempre valores de expressão mais baixos que os outros grupos de infecção, 
sendo esses valores mais baixos que os observados para o controlo, no intestino médio (dias 8-10 
p.i.) e corpo gordo (24 horas), sugerindo que o gene é regulado negativamente quando as 2 
espécies estão presentes ao mesmo tempo. 
Para o gene da gambicina os valores observados foram semelhantes ao controlo com 
excepção dos dias 8-10 no corpo gordo, provavelmente indicando uma resposta à libertação de 
esporozoítos. A expressão da gambicina é induzida em A. gambiae por P. berghei e parece actuar de 
forma fraca, contra o desenvolvimento dos oocinetos desta espécie (Vizioli et al., 2001). 
Apenas recentemente foi identificado um gene homólogo da atacina no genoma de A. 
gambiae (Christophides e tal. 2004), consequentemente a atacina não foi até ao momento 
relacionada com a resposta imune a Plasmodium. Os nosso resultados indicam pela primeira vez 
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que a expressão deste gene poderá estar regulada postivamente pela infecção já que os resultados 
indicam um ligeiro aumento de expressão no corpo gordo, especialmente nos dias 8-10 p.i..   
A análise da resposta à infecção poderá suscitar algumas dúvidas devido à variabilidade de 
expressão observada entre experiências, não sendo possível observar significância estatística 
(p<0,05), Contudo algumas tendências foram constantes em todas as experiências para alguns 
dos grupos. Mesmo assim, as diferenças de expressão observadas sugerem que a resposta possui 
alguma especificidade, que a expressão no corpo gordo está alterada às 24h, quando o ocineto 
invade o epitélio do intestino médio e que ao dia 11 após infecção (saída dos esporozoitos do 
oocisto) a expressão de péptidos antimicrobianos está geralmente aumentada. 
Alguns factores que contribuem para a variabilidade destes resultados, serão: 1) o uso de 
parasitas de diferentes pacientes e com diferentes parasitémias. 2) Baixa carga parasitária e 
percentagem de mosquitos infectados, tal como é normal nestes modelos, que poderá mascarar a 
expressão, pois apesar de todos os mosquitos terem tido contacto com o parasita na altura da 
infecção apenas alguns desenvolveram oocistos, o que pode significar que apenas alguns 
mosquitos do grupo desenvolveram qualquer resposta à libertação de esporozoítos. Esse 
problema poderia ser minimizado no futuro, recolhendo a partir do oitavo dia p.i. material para 
RNA apenas de mosquitos que apresentem oocistos. 
Será também necessário considerar que estes genes poderão não ser os mais importantes na 
resposta a estas espécies, apesar de alguns destes genes terem sido já referidos na resposta de A. 
gambiae a P. berghei. Estudos recentes definiram outros genes como os principais actores da 
resposta de Anopheles ao Plasmodium, tais como a TEP1 (Blandin et al., 2004; Shiao et al., 2006),  
LRIM1, CTL4 e CTLMA2 (Osta et al., 2004b). O alargamento da análise de expressão a um 
maior número de genes no futuro, recorrendo a técnicas capazes de estudar simultaneamente um 
maior número de genes, tais como os microarrays seria uma boa opção. Tal método está já 
disponível há algum tempo para A. gambiae e poderá estar disponível para A. albimanus à medida 
que a sequência parcial de um maior número de genes de A. albimanus seja conhecida.  
A novidade deste estudo consistiu essencialmente no estabelecimento de um modelo 
experimental para análise do efeito de infecções simples e mistas de P. falciparum e P. vivax, no 
desenvolvimento esporogónico no mosquito. Este foi sobretudo um estudo exploratório e apesar 
das limitações, demonstrou que tal estudo é viável, devendo no entanto algumas melhorias serem 
incluídas de forma a diminuir a variabilidade entre experiências.  
O estabelecimento deste género de sistema experimental poderia fornecer informações 
muito importantes sobre a dinâmica de transmissão de infecções mistas e perceber de que forma 
estas espécies interagem entre si e com o hospedeiro. 
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VI- DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
O desenvolvimento de Plasmodium no mosquito hospedeiro tem sido cada vez mais 
encarado como uma fase com grande potencial para o desenvolvimento de métodos de controlo 
da malária. Nas 24 horas iniciais, desta fase de desenvolvimento, o parasita passa por grandes 
processos de transformação. Os gametócitos têm que produzir os gâmetas, que por sua vez 
precisam de se encontrar e fecundar; após a formação do zigoto, este tem que se transformar no 
oocineto, uma forma móvel, que necessita de sair da refeição sanguínea atravessando a 
membrana peritrófica, aderir, invadir e atravessar as células epiteliais do intestino médio até 
chegar à membrana basal onde se imobiliza e transforma em oocisto.  
Vários factores tornam esta fase muito interessante em termos de possibilidades de 
bloqueio de transmissão: 1) É a fase de desenvolvimento que sofre um maior estrangulamento, 
em termos de perda de número de parasitas, até à formação do oocisto (Alavi et al., 2003; 
Vaughan, 2007). 2) Esta fase depende não só da interacção do parasita com o mosquito mas 
também do conteúdo da própria refeição sanguínea e sabe-se que diversos componentes do 
sangue afectam a transmissão do parasita.  
Para a identificação de alvos de bloqueio de transmissão no desenvolvimento esporogónico 
do parasita é necessário ter um conhecimento profundo do desenvolvimento do parasita e da sua 
interacção com o meio que o rodeia, quer seja o próprio ambiente do mosquito quer sejam 
componentes da refeição sanguínea. Nos últimos anos têm sido identificadas moléculas que são 
essenciais para o desenvolvimento do parasita e para a infecção do mosquito. Essas moléculas 
parasitárias têm funções importantes em processos cruciais do desenvolvimento de Plasmodium, 
tais como a gametogénese e fecundação (Carter, 2001; Bilker et al., 2004), movimento do 
oocineto, reconhecimento e invasão de células de mosquito (Dessens et al., 1999; Hirai et al., 
2006; Kariu et al., 2006; Ecker et al., 2007), desenvolvimento do oocisto e esporozoítos (Menard, 
2000; Arrighi e Hurd et al., 2002; Claudianos et al., 2002). Para além destas moléculas do parasita 
foram também identificadas moléculas do mosquito que desencadeiam várias transformações 
neste, como por exemplo a exflagelação e a transformação de oocineto em oocisto (Shahabuddin 
et al., 1996; Arai et al., 2001; Dinglasan et al., 2007a; Dinglasan et al., 2007b). 
Nos últimos anos têm também sido feitos grandes avanços no estudo da imunidade do 
mosquito em geral e ao Plasmodium em particular (Christophides et al., 2002; Osta et al., 2004a; 
Waterhouse et al., 2007).  
 Com o objectivo de compreender as interacções que ocorrem durante o ciclo 
esporogónico do parasita no mosquito e as suas consequências no seu desenvolvimento, o 
presente trabalho abordou várias perspectivas desta fase, investigando o papel da refeição 
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sanguínea, a presença de anticorpos anti-malária nesta refeição e a presença de mais do que uma 
espécie infectante na refeição sanguínea. 
No terceiro capítulo desta tese foi estudado o efeito de soro imune na infecção do 
mosquito. Embora, não haja dúvidas que experimentalmente é possível bloquear a transmissão 
através de anticorpos presentes na refeição sanguínea, a complexidade do processo levou a que 
na literatura existam por vezes dados contraditórios e de difícil conciliação. Os anticorpos são um 
dos mecanismos mais importantes do sistema imunológico adaptativo dos vertebrados e quando 
presentes na refeição sanguínea atravessam a barreira epitelial do intestino médio para a 
hemolinfa (Vaughan et al., 1988; Beier et al., 1989). A isto junta-se o facto de os mosquitos 
poderem realizar várias refeições sanguíneas ao longo da sua vida, de modo que os parasitas 
podem entrar em contacto com anticorpos em diferentes fases de desenvolvimento, o que poderá 
afectar o parasita de diferentes formas.  
O mecanismo pelo qual afectam a transmissão, provavelmente será diferente de acordo 
com o tipo de anticorpo produzido pelo hospedeiro vertebrado, sendo o seu efeito variável, 
desde o bloqueio da transmissão até o aumento da infecção, quando presentes em baixas 
concentrações. O conhecimento da forma como os anticorpos afectam o desenvolvimento do 
parasita quando ingeridos em diferentes fases do ciclo esporogónico é importante e deverá ser 
tomado em consideração aquando da produção de uma vacina. 
Neste trabalho verifcou-se que uma segunda alimentação sanguínea, 3 dias após a 
alimentação infecciosa dos mosquitos, levou à detecção de taxas de infecção mais altas quando 
usado sangue de R. rattus e a cargas parasitárias elevadas quando usado sangue quer de R. rattus 
quer de M. musculus., apesar de não se observarem diferenças significativas. Observou-se também 
que o soro imune usado afectou negativamente a infecção, de forma estatisticamente significativa. 
Vários genes foram identificados, quer de Plasmodium quer de mosquito, cuja expressão foi 
alterada quer pela segunda refeição sanguínea quer pela presença de soro imune. No entanto o 
número de genes estudado foi baixo. Métodos mais abrangentes, que permitissem o estudo 
simultâneo de um maior número de genes, como microarrays, poderiam clarificar melhor o 
processo pelo qual a segunda alimentação sanguínea e o soro imune afectam a infecção.  
Os mecanismos pelos quais alguns anticorpos que podem bloquear a transmissão têm o 
efeito contrário em baixas concentrações continuam por resolver, assim futuras experiências 
direccionadas para compreender este fenómeno deveriam ser desenhadas. Para tal, anticorpos 
purificados, mono ou policlonais, deveriam ser usados de forma a analisar o seu efeito 
isoladamente, diminuindo a variabilidade resultante de outros factores do soro imune. Além disso 
o uso de anticorpos monoclonais tornaria mais simples caracterizar o seu efeito no 
desenvolvimento, identificando os seus alvos específicos e percebendo o seu modo de actuação. 
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Outras técnicas deveriam complementar este estudo, tal como o uso de microscopia de forma a 
identificar quais os locais de ligação específica dos anticorpos.  
Outro objectivo deste trabalho passou por optimizar um método de cultura de oocinetos 
de P. falciparum (capítulo IV), de modo a poder estudar esta fase de desenvolvimento na espécie 
causadora de malária mais perigosa para o Homem. O estabelecimento deste método permitiria o 
estudo específico de diversos factores sobre o parasita. No entanto, a dificuldade em produzir 
grandes quantidades de oocinetos e a possibilidade de avançar com outro trabalho (capítulo V) 
fez com que esta parte do projecto fosse abandonada. 
Apesar de este trabalho ter sido abandonado, na perpectiva desta tese, o estabelecimento de 
um método eficiente de cultura de oocinetos de P. falciparum, in vitro, seria de grande utilidade para 
o estudo do desenvolvimento esporogónico desta espécie. A possibilidade de culturas de 
oocinetos de P. falciparum em cultura em conjunto com a existência de um insectário de 
segurança, onde pudessem ser efectuadas infecções de mosquitos com P. falciparum, forneceria 
condições únicas de estudo na área da malária.  
O trabalho do quinto capítulo apresenta como novidade o estabelecimento de infecções 
experimentais mistas de P. falciparum e P. vivax. A informação existente sobre o efeito de um 
parasita sobre o outro é ainda muito escassa, no entanto infecções mistas são comuns na 
natureza. Menos estudado ainda é o efeito de infecções mistas na transmissão e desenvolvimento 
do parasita no mosquito. Como este trabalho foi o primeiro a ser realizado com infecções 
experimentais mistas de mosquito, com P. falciparum e P. vivax, pretendia-se em primeiro lugar 
estabelecer o método, obter dados preliminares acerca da dinâmica de infecção no mosquito e 
nomeadamente como cada uma das espécies seria afectada. Estudou-se a expressão de alguns 
genes do sistema imunológico de A. albimanus, de modo a avaliar a respota a cada uma das 
espécies, em separado e em conjunto. Mostramos pela primeira vez que a resposta a P. vivax e a 
infecções mistas poderá ter especificidades colocando desafios acrescidos ao desenho de métodos 
de controlo destinados a várias espécies.  
Este trabalho lançou as bases para que no futuro, possa ser realizado em melhores 
condições, corrigindo algumas deficiências e adicionando algumas melhorias. As infecções 
realizadas deverão ser feitas em maior número e se possível com mais mosquitos, de modo 
estudar a dinâmica de infecção mais detalhadamente e identificar possíveis efeitos positivos ou 
negativos de uma espécie sobre a outra. Estas melhorias permitiriam conhecer o modo como 
estas duas espécies de Plasmodium interagem e de que forma cada uma delas pode afectar a 
transmissão da outra. Dados mais conclusivos sobre a dinâmica de infecção seriam também úteis 
de forma a analisar a resposta imunológica do mosquito a cada uma destas espécies. A análise da 
expressão génica deverá ser feita sobre um maior número de genes, isto é possível devido a um 
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aumento de sequências disponíveis nas bases de dados ou uso de métodos que não necessitam de 
conhecimento prévio das sequências dos genes, tais como DDRT-PCR ou SAGE (análise em 
série da expressão génica). A caracterização da resposta específica do sistema imunológico a cada 
uma das espécies seria de grande importância para se compreender melhor a interacção entre o 
parasita e o mosquito e para identificar quais as armas mais eficazes no controlo da infecção por 
parte do mosquito.   
Como a transmissão do Plasmodium a outros hospedeiros vertebrados depende 
completamente da transmissão pelo mosquito vector, é importante não apenas tratar o doente 
infectado, como impedir a transmissão do parasita aos mosquitos. Vários métodos para impedir 
essa transmissão são usados regularmente (WHO, 2006b), e quando usados de forma integrada 
com o tratamento eficiente dos pacientes, podem ser suficientes para manter a malária sob 
controlo. No entanto, vários problemas se colocam no controlo desta doença em muitas áreas do 
mundo: pobreza e sistemas de saúde precários, resistência a fármacos (WHO, 2005c; Greewood 
et al., 2008), resistência a insecticidas (Martinez-Torres et al., 1998) e a incapacidade de até ao 
momento, produzir uma vacina eficaz contra o parasita (Doolan e Stewart, 2007; Greenwood et 
al., 2008; Sanderson et al., 2008). Como tal impõe-se o desenvolvimento de novos métodos de 
controlo da transmissão do Plasmodium ao mosquito.  
Avanços recentes na área da genética têm permitido o estudo detalhado do parasita e da 
sua relação com o mosquito de forma a identificar novos alvos do parasita para implementação 
de métodos de controlo. Para o avanço observado nos últimos anos muito contribuiu a 
publicação das sequências genómicas de P. falciparum (Gardner et al., 2002a; Gardner et al., 2002b; 
Hall et al., 2002; Jeffares et al., 2007; Mu et al., 2007; Volkman et al., 2007) e P. yoelii yoelii (Carlton et 
al., 2002), assim como de A. gambiae (Holt et al., 2002) cuja anotação foi extremamente facilitada 
pela comparação com o genoma de Drosophila melanogaster (Christophides et al., 2002; Zdobnov et 
al., 2002) e de Ae. aegypti (Nene et al., 2007). Outros métodos têm sido muito importantes, tais 
como microarrays que permitem o estudo simultâneo da expressão de milhares de genes 
(Christophides et al., 2002; Dimopoulos et al., 2002; Vlachou et al., 2005), métodos de genética 
reversa, usando RNAi (Blandin et al., 2002), transfecção de parasitas (Wu et al., 1995; van Dijk et 
al., 1995; Pfahler et al., 2006) e de mosquitos (Jasinskiene et al., 1998; Coates et al., 1998; 
Grossman et al., 2001). 
Vários alvos do parasita têm sido considerados para a produção de vacinas de bloqueio de 
transmissão mas também antigénios de mosquito mostraram ser um alvo possível, afectando não 
só a viabilidade e fecundidade do mosquito como a própria infecção. 
O uso de fármacos capazes de bloquear a transmissão é também de crucial importância na 
terapêutica de pacientes infectados. É também importante continuar o estudo e desenvolvimento 
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nesta área, de modo a produzir compostos mais eficientes e baratos, especialmente considerando 
o fenómeno de aquisição de resistência por parte do Plasmodium (WHO, 2005c). 
Outra hipótese para o bloqueio de transmissão, para a qual o estudo detalhado da resposta 
imunológica tem uma importância crucial, passa pelo uso de mosquitos refractários à infecção. O 
objectivo seria produzi-los em grande escala e libertá-los em zonas de alta transmissão da malária. 
Esses mosquitos poderão ser seleccionados na natureza ou transfectados (Jasinskiene et al., 1998; 
Coates et al., 1998; Grossman et al., 2001) de forma a serem capazes de bloquear o 
desenvolvimento do parasita (Ito et al., 2002; Moreira et al., 2002; Kim et al., 2004; Rodrigues et al., 
2008).  
Todos estes novos métodos de controlo de transmissão necessitam ainda ser bem 
desenvolvidos e testados no campo, no entanto por si só dificilmente serão suficientes para 
controlar a malária. No entanto, poderão ter muita utilidade se aplicados em programas bem 
organizados e continuados no tempo, com capacidade financeira para  integrar estes métodos 
com outros já disponíveis para controlo quer do parasita, quer do mosquito. 
O trabalho realizado nesta tese visava ajudar a esclarecer alguns assuntos menos 
considerados na transmissão da malária, tal como o efeito da segunda alimentação sanguínea com 
e sem anticorpos anti-Plasmodium ou o efeito de infecções mistas, neste caso com as duas espécies 
clinicamente mais importantes, na transmissão da malária humana. Apesar de os resultados 
obtidos não apresentarem consequências práticas imediatas para o desenvolvimento de métodos 
de controlo da doença, contribuem para um maior conhecimento da transmissão do Plasmodium 
ao mosquito, chamando à atenção para possíveis impactos de diferentes métodos de controlo na 
transmissão e abrem novas vias de estudo nestas áreas. Isto é especialmente relevante no trabalho 
realizado com infecções mistas de P. falciparum e P. vivax, pois apesar da sua importância clínica e 
de ocorrerem naturalmente em infecções mistas, este é o primeiro trabalho experimental que visa 
estudar o efeito de uma espécie sobre a outra, na transmissão. 
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MVDC 
Malaria Vaccine & Drug Testing Center 
          Universidad del Valle 
 
Consentimiento Informado para inclusión en los estudios “Infecciones simples 
y mixtas de Plasmodium sp. en mosquitos Anopheles: Dinámica de 
transmisión y evasión inmune.” 
Modelo do Consentimiento Informado                                                   
Propósito del estudio 
 
La malaria mata más de 1 millon de personas por año en el mundo, principalmente 
niños. Para el desearrollo de nuevos métodos de control de malária, es esencial el 
conocimiento de su  comportamiento en la comunidad. Para esto, necesitamos información y 
muestras sanguíneas de algunos indivíduos de esta comunidad.  
El Centro internacional de Vacunas/Universidad del Valle en colaboración con lo 
CMDT/IHMT/Universidade Nova de Lisboa están realizando una investigación con el fin de 
estudiar la dinámica de las infecciones mixtas y la evasión inmune de Plasmodium vivax y P. 
falciparum en Anopheles albimanus. 
Esta investigación permitirá un mayor conocimiento de los mecanismos de desarrollo 
del parásito, lo que en el futuro podría contribuir para la investigación de métodos de control 
mas eficientes contra la malaria. 
 
 
¿Qué pasará durante el estudio? 
 
Queremos solicitarle muy comedidamente nos autorice la toma de 20 ml de sangre, la cual será 
tomada por una persona debidamente entrenada y autorizada para este fin. 
La muestra de sangre será dividida en dos fracciones: una de ellas se usará para realizar 
experimentos con el mosquito vector y la otra fracción se usará para llevar a cabo estudios 
inmunológicos y genéticos relacionados con el parásito.  
 
 
Riesgos y beneficios 
 
Si usted decide participar, deberá tener presente la siguiente información: 
a) La toma de las muestras de sangre en el antebrazo causan un dolor leve. 
b) Las muestras de sangre se tomaran luego de limpiar adecuadamente la zona con alcohol 
antiséptico. Para el sangrado se utilizaran agujas y jeringas nuevas, estériles y desechables 
con el fin de evitar infecciones cumpliendo con normas de bio-seguridad de laboratorio. 
c) Antes del procedimiento, usted deberá responder a las preguntas consignadas en la 
encuesta que se adjuntan, relacionadas con la malaria. 
d) La sangre restante de estos estudios será almacenada en laboratorio podría ser utilizada 
en estudios inmunológicos y genéticos. 
 
 
Derechos 
 
Si usted decide participar, tiene los siguientes derechos: 
a) Los registros que lo puedan identificar serán mantenidos confidencialmente de acuerdo a las leyes 
colombianas y a las buenas practicas clínicas en investigación. 
b) Su participación en esta investigación es completamente voluntaria. 
 
 
 
 
130 
Con su firma Usted certifica que ha leído o alguien le ha leído el presente formato de 
consentimiento informado y que le han sido resueltas todas sus preguntas satisfactoriamente y 
además que acepta voluntariamente participar en el estudio denominado: “Infecciones simples 
y mixtas de Plasmodium sp. en mosquitos Anopheles: Dinámica de transmisión y evasión 
inmune.” 
 
 
 
________________________________ 
Lugar y fecha 
 
 
 
 
_________________________________  ___________________ 
Nombre del voluntario     Firma/huella 
Cédula 
 
 
 
_________________________________   ___________________ 
Nombre del testigo I      Firma 
Cédula 
 
 
 
_________________________________   ___________________ 
Nombre del testigo II                   Firma 
Cédula 
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Abstract
The sporogonic development of the malaria parasite takes place in the mosquito and a wide range of factors modulates it. Among
those, the contents of the blood meal can inXuence the parasite development directly or indirectly through the mosquito response to the
infection. We have studied the eVect of a second blood meal in previously infected mosquitoes and the eVect of anti-sporozoite immune
serum on parasite development and mosquito response to the infection. The prevalence and intensity of infection and gene expression of
both Plasmodium yoelii and Anopheles stephensi was analyzed. We veriWed that a second blood meal and its immune status interfere with
parasite development and with Plasmodium and mosquito gene expression.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Malaria is a disease caused by a parasite of the Plasmo-
dium genus that is transmitted by a mosquito. The sporo-
gonic cycle takes place when a female mosquito feeds on
infective blood. This infective blood meal is a complex mix-
ture and its composition can determine the outcome of
infection. Constituents of the blood meal such as molecules
of the vertebrate immune system, anti-malarial metabolites
and the presence of other parasite species or genotypes can
aVect the development of the Plasmodium in the mosquito.
The vertebrate host can produce an immune response
that is capable of blocking Plasmodium transmission to the
* Corresponding author. Fax: +351 21 362 24 58.
E-mail address: Wlipe@ihmt.unl.pt (L.F. Lopes).0014-4894/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights served.
doi:10.1016/j.exppara.2006.09.007mosquito. Transmission blocking immunity was observed
in several studies using blood or serum from immune indi-
viduals (RoeVen et al., 1995; Mulder et al., 1999; Boudin
et al., 2004; Li et al., 2004), anti-Plasmodium antibodies or
anti-mosquito antibodies (Peiris et al., 1988; Ranawaka
et al., 1988; Snewin et al., 1995; Egan et al., 1999; Gulia
et al., 2002; Dinglasan et al., 2003; Suneja et al., 2003; Tsu-
boi et al., 2003; Malkin et al., 2005).
Anti-Plasmodium antibodies, which are produced by the
vertebrate host, can be present in an initial infective blood
meal as well as in subsequent blood meals taken by the
mosquito. These antibodies cross the midgut epithelia and
can be detected in the hemolymph of Anopheles mosquitoes
(Vaughan and Azad, 1988; Vaughan et al., 1990; Beier et al.,
1989). After blood feeding, anti-CS antibodies were
detected in the hemolymph up to 24 h in Anopheles
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and up to 36 h in Anopheles gambiae, further these antibod-
ies can also be detected 3 days later, bound to sporozoites
(Beier et al., 1989).
However, transmission blocking by antibodies seems to
be dose-dependent and the opposite eVect has been
described when antibodies in low quantity were used.
Vaughan et al. (1988) observed that when infected mosqui-
toes were membrane fed with anti-sporozoite serum, the
number of sporozoites recovered from the salivary glands
was higher. It was also shown that anti-Plasmodium anti-
bodies that could suppress the infection of Plasmodium
vivax to the mosquito have the opposite eVect at low con-
centration (Peiris et al., 1988), this was also observed with
diluted serum of immune individuals in infections with P.
vivax (Gamage-Mendis et al., 1992) and Plasmodium falci-
parum (Graves et al., 1988). Natural antibodies and vac-
cine-induced antibodies that can be important for the
individual malaria immune response and even transmission
blocking can thus have an unwanted enhancing eVect,
which could have a major impact on malaria control in
endemic regions, and could have implications in the imple-
mentation of a vaccine.
With this work, we aimed to identify molecular mecha-
nisms by which sequential blood feedings and the presence of
serum with high antibody titres alter Plasmodium sporogonic
development. To do so we used the diVerential display
(DDRT-PCR) method in order to identify genes (Schroeder
et al., 1999), of both Plasmodium and Anopheles, whose
expression was aVected by the presence of immune serum
with anti-sporozoite antibodies. The identiWcation of such
genes could help explain diVerences in development and the
molecular mechanism underlying infectivity alterations.
We showed that a second blood meal caused an increase
of oocyst number and that when the immune serum was
present in the second blood meal the number of oocysts
detected was lower We have identiWed several transcripts
that were diVerentially displayed when the mosquitoes
received a second blood meal with or without immune
serum.
2. Material and methods
2.1. Mosquito rearing and infection
Anopheles stephensi were reared at 25 °C, 65% humidity,
with a 12-h light/dark cycle. Adults were maintained on
10% glucose and 0.5% PABA solution and females were
blood-fed on anesthetized rats.
Adult mosquitoes were infected with Plasmodium yoelii
yoelii 17XL by direct bite in infected CD1 mice. Non-fed
mosquitoes were discarded. CD1 mice infections were
obtained by intraperitonal inoculation of 107 P. yoelii
parasitized red blood cells per milliliter. The course of
infection was determined by Giemsa-stained blood Wlms
prepared from tail blood. When the parasitaemia reached
10-20% and exXagellation was observed, mice were usedto infect mosquitoes. CD1 mice, 5–8 weeks old were pur-
chased from IHMT and kept in the IHMT animal facili-
ties, according to the European Union requirements (86/
609/CEE) recognised in Portuguese law (DR DL129/92
and Portaria 1005/92). P. yoelii yoelii 17XL was obtained
from the Institute of Cell, Animal and Population Biol-
ogy, University of Edinburgh and maintained by continu-
ous blood passage.
2.2. Immune serum production
Rats were subject to infectious bites of A. stephensi mos-
quitoes infected with P. yoelii yoelii. The onset of infected
erythrocytes in the peripheral blood was monitored by
blood smears. Once parasites became patent rats were
treated for three days with 20 mg/kg pirimetamine. The
same protocol was repeated at least two more times.
Peripheral blood was collected by cardiac puncture after
the last infection was cleared. The blood was clothed for
30 min on ice, centrifuged and the serum recovered. Anti-
sporozoite titre was determined by IFA using Wxed sporo-
zoites as antigen and anti-rat IgG conjugated with Xuores-
cein as a secondary antibody for Xuorescence.
2.3. Second blood meal of infected mosquitoes
Three days post-infection these mosquitoes were sub-
divided in four groups, from which three were membrane
fed according to the following: group 1—fed with naive
rat blood; group 2—fed with blood in which plasma was
replaced with immune anti-sporozoite rat serum (titre
1:8000 by IFA); group 3—fed with blood in which half of
the plasma was replaced with the same volume of the
immune anti-sporozoite serum used to feed group 2.
Non-fed mosquitoes were discarded. The forth group was
kept as non-fed control (did not receive a second blood
meal).
Midguts from each of the four groups were collected two
days after the second blood meal (Wfth day post-infection)
for RNA extraction. At day eight post-infection this proce-
dure was repeated. At the eight day post-infection midguts
were also collected to assess infection rate and determina-
tion of infection intensity (oocyst load D number of oocysts
per infected midgut). Material was collect 48 h post-second
blood meal since at that time the presence of antibodies can
no longer be detected in the hemolymph (Vaughan et al.,
1990).
2.4. RNA extraction
Total cellular RNA was prepared from infected midguts
using Trizol (Invitrogen Life Technologies, Spain) accord-
ing to manufacturer’s instructions. RNA was then treated
with DNaseI (Promega, France) at 1 U/g RNA to remove
potential chromosomal DNA contamination, further puri-
Wcation was performed by phenol/chloroform method
(Abrantes et al., 2005).
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Total RNA (0.4g) was used for reverse transcription in
a reaction volume of 20l, containing Wrst strand buVer
(25 mM Tris–HCl, pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, and
10 mM DTT); 10M dNTPs; 0.2M oligo-d(T)15 (Roche
Molecular Biochemicals, Portugal) or three diVerent
anchored oligo-d(T)s (H-T11A, H-T11G, H-T11C) from the
GenHunter RNAimage kit (GenHunter, USA) (Table 2)
and 100 U MMLV reverse transcriptase (Promega).
2.6. DDRT-PCR using radioactive labelling
Complementary DNA was used for PCR ampliWcation,
using a radioactive labelling PCR reaction, in a Wnal vol-
ume of 10l, containing 75 mM Tris–HCl, pH 8.8; 20 mM
(NH4)2SO4; 0.01% Tween 20; 1.5 mM MgCl2; 2M dNTPs;
and 0.2M of each of the anchored oligo-d(T) previously
used for cDNA synthesis, combined with a 13 nucleotide-
long primer arranged in several combinations (from the
GenHunter RNAimage kit, see Table 1); 1l (0.037 MBq)
of -[32P]dATP (Amersham Biosciences, Portugal); 0.5 U
Taq DNA polymerease (Fermentas, Germany). The PCR
products were separated by electrophoresis in an acrila-
mide:bis-acrilamide (19:1) 6% sequencing gel. The gel was
then dried and the bands visualised by overnight exposure,
at ¡70 °C, to X-ray Wlm (KODAK). DiVerential displayed
bands were excised from the gel and re-ampliWed.
2.7. Non-radioactive DDRT-PCR
Complementary DNA produced using oligo-d(T)15 was
used for PCR ampliWcation, in a Wnal volume of 25l, con-
taining 75 mM Tris–HCl, pH 8.8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01%
Tween 20; 2 mM MgCl2; 100M dNTPs; 2M of oligo-
d(T)15, and a 13 bp-long primer from the RNAimage kit
(GenHunter); 0.5 U Taq DNA polymerease (Fermentas).
The PCR product was visualized in a 2% agarose gel,
stained with ethidium bromide. DiVerential displayed
bands were excised. The DNA was isolated from the aga-
rose and was reampliWed by PCR.
2.8. DNA reampliWcation and cleanup
The 109 DNA fragments obtained from diVerential dis-
played bands were reampliWed, using 4l of sample, in a
Wnal volume of 25l, containing 75 mM Tris–HCl pH 8.8;
20 mM (NH4)2SO4; 0.01% Tween 20; 2 mM MgCl2; 20M
dNTPs; 2M of primers that were previously used to
obtain these bands; 0.5 U Taq DNA polymerease (Fermen-
tas). The PCR product was then cloned in a TA vector.
2.9. cDNA cloning
Thirty re-ampliWed cDNA fragments were cloned into
either pGEM-T vector (Promega) or pCRII vector (Invitro-
gen, San Diego, CA) according to manufacturer’s instruc-tions. The plasmids were then recovered using QIAprep
Miniprep kit (Qiagen, Germany) according to manufacturer’s
instructions. A subset of clones was sequenced (Macrogen,
Korea) using M13 primers. To diVerentiate possible diVerent
clones in the same plate, a PCR ampliWcation was done fol-
lowed by RFLP analysis, using the restriction enzymes RsaI
and MspI (Roche Molecular Biochemicals).
2.10. Dot-blot hybridization
In order to determine whether the DNA was from
Anopheles or Plasmodium origin, cloned fragments were
immobilized into a nylon membrane and then hybridized
with probes produced from whole A. stephensi and P. yoelii
yoelii genomic DNA, The genomic DNA was digested with
RsaI and was then used to synthesise probes, using the DIG
High-Prime kit (Roche Molecular Biochemicals) according
to kit instructions.
Table 1
Mosquito infection rate
Data represents a pool of Wve independent experiments. NF, mosquitoes
that did not receive a second blood meal after infection; C, control, mos-
quitoes that received a second blood meal of naïve blood, at day three
post-infection; IS, mosquitoes that received a second blood meal of blood
containing serum with high titre of anti-P. yoelii sporozoite antibodies, at
day three post-infection; DIS, mosquitoes that received a second blood
meal of blood containing serum with high titre of antibodies diluted 1:1
with naïve plasma, at day three post-infection.
¤ Statistically signiWcant diVerences with the non-fed and control groups
(Fisher’s exact test).
Treatment Percentage of infected mosquitoes 
(number of analyzed mosquitoes)
NF 93.01 (143)
C 95.92 (98)
IS 83.04 (112)¤
DIS 84.78 (92)¤
Table 2
Number of bands isolated with DDRT-PCR using diVerent primer sets
Primer pair (primer sequence) No. of 
bands
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-
AP17(AAGCTTACCAGGT)
7
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-
AP18(AAGCTTAGAGGCA)
3
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-
AP19(AAGCTTATCGCTC)
17
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-
AP17(AAGCTTACCAGGT)
12
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-
AP18(AAGCTTAGAGGCA)
59
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-
AP20(AAGCTTGTTGTGC)
11
H-T11G(AAGCTTTTTTTTTTTA) + H-
AP21(AAGCTTTCTCTGG)
9
H-T11A(AAGCTTTTTTTTTTTG) + H-
AP22(AAGCTTTTGATCC)
3
Oligo-d(T)15 + H-AP22(AAGCTTTTGATCC) 4
Total 125
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From the set of clones obtained 21 were sequenced.
Sequencing was performed by Macrogen (Korea). The
sequences obtained were compared with published
sequences at Ensembl and TIGR databases using BLASTN
and tBLASTX.
2.12. DiVerential expression conWrmation
DiVerential expression of the identiWed genes was veri-
Wed by quantitative real-time PCR (QT-PCR), using sam-
ples collected at day 5 or eight post-infection, according to
the day the diVerential expression had been visualized by
DDRT-PCR. Complementary DNAs from at least three
independent experiments were used for QT-PCR. Lactate
dehydrogenase (ldh) and ribosomal protein S7 genes were
used as internal control for P. yoelii yoelii and A. stephensi,
respectively. Real-time PCR was carried out using the
qPCR core kit for SYBR Green (Eurogentec, Belgium)
using a Gene Amp 5700 Sequence Detector (Applied Bio-
systems, Portugal). Final concentrations of reagents were
1£ reaction buVer containing ROX, 3.5 mM MgCl2,
200M dNTP’s, 0.3M of primer concentrations, 0.025 U/
l of Hot GoldStar enzyme and 1/66,000 of Sybr green for a
Wnal volume of 20l. One microliter of cDNA was used as
template. Cycle conditions were: an initial denaturation
step at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for
15 s and 60 °C for 1 min. The primers used for the internal
controls: S7 As fwd-CGGCTGGTGCGTGAATTGG; S7
As rev-GCGGTCTCTTCTGCTTGTTGG; LDH Py fwd-
CCAGGAAAAAGTGACAAAGAATG; LDH Py rev-
AAA CACCACCTAATCCAACAATC. The primers used
to study the expression of the several identiWed genes were
designed using the obtained sequence: Py1 fwd-ATTTCC
ATTTTGTTTTATCTATTG; Py1 rev-TATTCCACCCA
TTTAAAGCGTCTG; Py2 fwd-AGTGCCGGAGCTGG
ATTCTGTATGG; Py2 rev-CGGGCATACCTCCTGG
CATAC; As1 fwd-AGTGCCGGAGCTGGATTCTGT A
TGG; As1 rev-CTGAAGTAGCCGACGTCGATGAAA
AC; As4 fwd-CACGCGTGCAGCCCAGAACATC; As4
rev-CCGATAACGAACGCGACTCAAACAA; As5 fwd-
GCGCTGCTGGCCGAGTTGAA; As5 rev-CCGCTTT
GGCAGTGGAGGAGTAGTT; As6 fwd-CGGCGTTC
GAGGTGATTACA; As6 rev-CAGCGGGCAGGGTGA
TTT; As7 fwd-TCCGGGGCGAGAACATC; As7 rev-AC
CATCCAGCGCCTTATCCAGTA; As8 fwd-CGCTAA
GCCGAAATGAG; As8 rev-GAATAGGACGCGAGCA
AACTG; As9 fwd-GCGAGCTCTGCGTGAAGGGATT
GA; As9 rev-CCGCCAGCCGCACCGTTTTTA; As10
fwd-GCCGGAGATATTGAGGGTTTGTGC; As10 rev-
CATGGTCCCAGGCGGTATTTTTGT.
2.13. Statistical analysis
Fisher’s exact test (http://www.matforsk.no/ola/Wsher.
htm) was used to compare mosquito infection rates on datapooled from Wve independent experiments. Infection inten-
sity (number of oocysts/midgut) and levels of expression
were compared for each experiment with the Kruskal–Wal-
lis test using SPSS v 13.0 for Windows (SPSS, Inc.), fol-
lowed by multiple-comparison test. Statistical signiWcant
diVerences were considered for p < 0.05. For infection inten-
sity it was only considered experiments that had at least 10
individual in each group.
3. Results
3.1. EVect of blood meal in mosquito infection
To evaluate the eVect of the blood meal composition in
the infection, mosquitoes were dissected at day eight post-
infection and the oocysts counted. Infection rates were
higher in control (naïve serum blood meal) group when
compared to the immune serum blood fed groups, diluted
or undiluted (p D 0.003, p D 0.012) (Table 1).
The infection intensity was higher in mosquitoes that
had a second naïve blood meal when compared with non-
fed controls and or immune-serum-blood meal (Fig. 1). The
median number of oocysts was lower in all experiments per-
formed, when infected mosquitoes had a second blood meal
containing undiluted immune serum.
3.2. DiVerential display analysis and sequence analysis
In order to identify possible mechanisms behind the
alterations of the infection in the mosquitoes, due to the
second blood meal with or without immune serum, we used
DDRT-PCR to analyse expression at the Wfth and eight
day post-infection. Using DDRT-PCR, 125 bands were
recovered and re-ampliWed (Table 2), out of which 30 bands
were cloned. Plasmids were obtained from 117 colonies and
were diVerentiated by double digestion with restriction
enzymes RsaI and MspI. From these, 21 clones were
selected and sequenced (Table 3).
The obtained sequences were submitted to BLAST
searches in order to identify homologues or assign putative
function, by comparison with previously annotated
sequences (Table 3).
Four fragments were identiWed as being of P. yoelii yoelii
origin, both being more expressed in the control group
(mosquitoes fed on naïve blood) at the Wfth day post-infec-
tion. After alignment, these four samples corresponded to
only two diVerent sequences. The BLAST analysis (http://
tigrblast.tigr.org/tgi/) of these sequences identiWed the genes
cytochrome C oxidase subunit 1 (ccoxs1) and heatshock
related protein (hrp) (Table 3).
Sequence analysis and BLAST searches performed
against A. gambiae databases (http://www.ensembl.org/
Multi/blastview) identiWed 11 diVerent mosquito sequences,
from the 17 samples that were not of Plasmodium origin
(Table 3).
Four of the sequences were found to be similar to the
clone G15 submitted by Dimopoulos (GenBank Accession
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sequence warning (Claverie and Makalowski, 1994) and
were not considered for further analysis.
According to the diVerential display results the As1 was
more expressed at the Wfth day post infection in the control
group, and is homologue to an A. gambiae trypsin precur-
sor. The As2 (showed very weak similarity to a K+ channel
with a Myb binding domain), the As3 (weak sequence
identity to a A. gambiae Na/K ATPase-dependent channel)
and the As6 (similar to the maltase gene agm-1) were more
expressed at day Wve post infection, in the group of mosqui-
toes that were fed on blood containing undiluted immune
serum. The As5 sequence was similar to a cell cycle control
protein and was more expressed at the Wfth day post-infec-
tion in the group fed with diluted immune serum.
Three sequences were found to be similar (As4) and cor-
responded to a ribosomal protein (60S ribosomal L26), the
expression of this gene was enhanced at day Wve post-infec-
tion due to treatment with undiluted immune serum and at
eight day post-infection due to treatment with diluted or
undiluted immune serum.
The As7 gene sequence is highly similar to an A. gam-
biae gene annotated as ambiguous, with unknown func-
tion, and in this experiment was less expressed, at the
eight day post-infection, in the groups that received a sec-ond blood meal. The As8 corresponded to a component of
the spliceossome (spc22) in A. gambiae and was up-regu-
lated at the eight day post-infection in the unfed and con-
trol groups. The sequence of the As9 gene was similar to
an A. gambiae ribosomal protein (40S ribosomal S25) and
was more expressed at the eight day post-infection in the
control (fed on naïve blood). The sequence of As10 was
homologous to a serine protease precursor and was over
expressed at the eight day post-infection after feeding in
blood with diluted and undiluted immune serum. Finally,
the As11 sequence was highly similar to an A. gambiae
gene annotated as ambiguous, but that contains several
identiWed domains (InterPro Nos. IPR004365, OB-fold
tRNA; IPR004364, tRNA-synt_2; IPR002312; tRNA-
synth_asp; and IPR006195, tRNA_ligase_2) suggesting
that it is involved in the protein production machinery at
the level of the tRNA.
3.3. Real-time quantitative PCR analysis
To conWrm the results obtained by the DDRT-PCR
method we analysed their expression by real-time quantita-
tive PCR, in at least three independent experiments. Statis-
tically signiWcant diVerences were only observed in some of
the genes and are indicated in Figs. 2 and 3.Fig. 1. EVect of anti-Plasmodium immune serum on A. stephensi midgut oocyst load. Data represents the median, upper and lower quartile of oocyst
counts of four independent experiments (eI, eII, eIII, and eIV). ¤Statistically signiWcant diVerences. NF, mosquitoes that did not receive a second blood
meal after infection; C, control, mosquitoes that received a second blood meal of naïve blood, at day three post-infection; IS, mosquitoes that received a
second blood meal of blood containing serum with high titre of anti-Plasmodium yoelii sporozoite antibodies, at day three post-infection; DIS, mosquitoes
that received a second blood meal of blood containing serum with high titre of antibodies diluted 1:1 with naïve plasma, at day three post-infection. (A)
experiment I, (B) II, (C) III and (D) IV.
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sion patterns at the Wfth day post-infection. For both genes
the expression was higher in the non-fed and diluted
immune serum fed groups (NF and DIS), when comparing
to the control and the immune serum groups (C and IS).
For the ccoxs1 there were no signiWcant diVerences, how-
ever for the hsp gene showed signiWcant diVerences between
treatments (Fig. 2).
For the mosquito genes analysed, a general trend was
observed where the second blood meal in naïve blood
resulted in similar or increased expression when compared
to the non-fed group (Fig. 3). In some cases, the expression
increment was further enhanced or reverted by the presence
of immune serum in the second blood meal. The expression
of the genes As2, As3, and As11 was not analysed by QT-
PCR and the expression of As4 was analysed only for the
eight day post-infection time point as at this time point it
was diVerentially expressed by DDRT-PCR.The expression of the As1 gene was higher in the con-
trol compared to the non-fed group. The presence, in the
second blood meal, of immune serum enhanced this eVect
and the presence of diluted immune serum had an oppo-
site eVect.
The expression of the As4 gene was higher at the control
group, being the diVerence between the control and the
diluted immune serum fed groups statistically signiWcant.
The As5 gene expression was up-regulated by the pres-
ence of immune serum in a quantity-dependent manner.
This gene was 4.94 times more expressed in the group fed
with undiluted immune serum when compared to the con-
trol group.
The QT-PCR analysis of the As6 showed 6.41 to 7.27-
fold increases of expression in all groups that received a
second blood meal when compared to the non-fed group,
regardless of the immune status of the blood meal, being
these diVerences signiWcant.Table 3
Results of the BLAST analysis performed with the sequences obtained from the diVerentially displayed bands
a Similar to clone G15 isolated by diVerential display by Dimopoulos, contains a ALU-like repetitive sequence alert (Claverie and Makalowski, 1994).
¤ Contains the InterPro domains: IPR004365 (OB-fold tRNA); IPR004364 (tRNA-synt_2); IPR002312 (tRNA-synt_asp); IPR006195 (tRNA_ligase_II).
Reference 
name
Number 
of clones
DiVerential 
expression day
Putative function/description
Plasmodium yoelii database GenBank Accession No. Score (e-value)
Py1 2 D5 Cytochrome C oxidase subunit 1 (ccoxs1) AABL01000208.1 3787(1.7e¡166)
Py2 2 D5 58 kDa Phosphoprotein (heatshock related protein) (hrp) AABL01000112.1 2031 (5.9e¡87)
Anopheles gambiae database homologue (Ensembl) Ensembl Accession No. Score (e-value)
As1 1 D5 Trypsin precursor ENSANGP00000021065 1975 (4.8e¡84)
As2 1 D5 K + channel_pore. Myb DNA-binding domain ENSANGP00000017598 155 (0.23)
As3 1 D5 Na/K_ATPase_beta ENSANGP00000022705 141 (1.1e¡11)
As4 3 D5 and D8 60S Ribosomal L26 ENSANGP00000022122 1517 (4.0e¡64)
As5 1 D5 Cwf15/Cwc15 cell cycle control protein ENSANGP00000016945 1485 (1.7e¡62)
As6 1 D5 Maltase-like protein AGM1 ENSANGP00000011672 1339 (9.3e¡56)
As7 1 D8 Ambiguous ENSANGP00000022242 1698 (1.0e¡71)
As8 1 D8 Microsomal signal peptidase SPC22 ENSANGP00000018480 2432 (1.8e¡39)
As9 1 D8 40S Ribosomal S25 ENSANGP00000017618 906 (3.4e¡36)
As10 1 D8 Serine protease precursor ENSANGP00000013861 1906 (8.4e¡82)
As11 1 D8 Ambiguous¤ ENSANGP00000018448 1531 (6.6e¡65)
Other GenBank Accession No. Score (e-value)
4 ALU type repetitive sequencea Z69957 611 (3.1e¡22)Fig. 2. Expression proWles by QT-PCR of P. yoelii genes isolated by DDRT-PCR. ¤Statistically signiWcant diVerences. The values represent the mean and
standard error of at least three independent experiments. C, control; second blood meal on naïve blood; DIS, second blood meal containing diluted
immune serum; IS, second blood meal containing immune serum; NF, did not had a second blood meal. (A) Gene ccoxs1 (B) hsp.
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due to a second blood meal (maximum fold increase of the
diluted immune serum group compared to the non fed group).The QT-PCR analysis of the As8 gene displayed an
up-regulation in the control at the eight day post-
infection compared to the non fed group (2.72-foldFig. 3. Expression proWles by QT-PCR of A. stephensi genes isolated by DDRT-PCR. ¤Statistically signiWcant diVerences. The values represent the mean
and standard error of at least three independent experiments. C, control; second blood meal on naïve blood; DIS, second blood meal containing diluted
immune serum; IS, second blood meal containing immune serum, NF- did not had a second blood meal. (A) Gene As1, (B) As4, (C) As5, (D) As6, (E) As7,
(F) As8, (G) As9, and (H) As10.
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blood meal have modiWed this pattern causing a decrease
of expression.
The expression of the As9 was slightly increased in the
control group in relation to all the other groups, as
observed by the DDRT-PCR method. This diVerence was
higher when compared to the experimental groups that
were fed with blood containing immune serum, being their
expression 6.51 and 7.65 times lower in the groups receiving
diluted and undiluted immune serum blood fed, respec-
tively.
Finally the analysis by QT-PCR of the As10 gene,
showed higher expression in the, groups that received a sec-
ond blood meal, being the fold increases in relation to the
non fed group between 2.95 and 3.95.
The presence of vertebrate immune factors in the blood
meal had an impact on infectivity of P. yoelii to the mos-
quito and inXuenced the expression of some genes that were
isolated by DDRT-PCR.
4. Discussion
The blood meal is a complex mixture containing several
constituents of vertebrate host origin that have been shown
to inXuence the sporogonic development of the malaria
parasite and modulate the infection outcome. Some compo-
nents of the vertebrate immunity can display from trans-
mission blocking to infection enhancement properties. The
mechanism of action by which the immune serum displays
these characteristics is very complex due to the interaction
of several factors from the vertebrate host, the parasite and
the mosquito.
The immune status of the vertebrate host can vary,
altering the outcome of the infection in the mosquito.
The presence of vertebrate immune factors on this second
blood meal have not been paid much attention and some
contradictory data has been published on the eVect of
antibodies in a second blood meal on the outcome of the
infection (Vaughan et al., 1988; Beier et al., 1989; doRo-
sario et al., 1989), this probably being a consequence of
diVerent methodologies used, like the mosquito/Plasmo-
dium species combination or antibody/immune sera used.
There was a statistically signiWcant reduction in the
infection rate in mosquitoes that received a second
blood meal with immune serum, which might mean that
immune serum could aVect the oocyst development.
Oocyst load was higher in the mosquitoes that were
membrane fed at the third day post-infection with naïve
blood. This was also observed by Beier et al. (1989) that
reported that a second blood feeding leads to a faster
maturation of the oocysts. This is probably due to the
higher availability of nutrients but other hypothesis
could explain the higher number of oocysts like the
diversion of energy from the immune response against
Plasmodium to other physiological processes like diges-
tion and protein production for egg development. This
observation has implications in the life history of theparasite/mosquito since during their adult life female
mosquitoes take several blood meals that can alter infec-
tion outcome in the mosquito.
The oocyst load was higher in the group that received a
second blood meal but this eVect was blocked when the
blood meal contained rat immune serum. This was still
observed, though less evident, even when the immune
serum was diluted with an equal quantity of naïve plasma.
The immune serum had high titres of anti-sporozoite anti-
bodies and only a 1:1 dilution was used, so we cannot com-
pare this work with others that have reported infection
enhancement due to low quantity of immune serum or anti-
bodies. In addition to the eVect of antibodies, several other
components of the serum in the infective blood meal have
been related to transmission blocking, such as IFN-, TNF-
, and NO that aVect mostly the transmission capacity of
gametocytes (Naotunne et al., 1991; Karunaweera et al.,
1992; Cao et al., 1998) and also complement and cells of the
immune system in the blood meal (Tsuboi et al., 1995;
Healer et al., 1997; Lensen et al., 1997). The cytokine TGF-
1 was also shown to modulate mosquito immunity to bac-
teria and Plasmodium (Luckhart et al., 2003).
Our experiments did not yield enough mosquitoes to fol-
low the infection until salivary gland invasion, therefore it
was not possible to verify if this lower oocyst load corre-
sponded to lower sporozoite numbers in the salivary glands
or if their infectivity to the vertebrate host was altered. A
linear relationship has been shown between the number of
oocysts and sporozoites produced (Gamage-Mendis et al.,
1993; Vaughan et al., 1992). However, Vaughan et al. (1988)
reported that when exposed to rat anti-sporozoite immune
sera, at the Wfth day of infection, there was an increase of
sporozoite production in the oocyst and sporozoites were
more infective to cultured hepatoma cells. Their results
were based on low number of counts and similar eVect was
not observed by Beier et al. (1989) when immune serum was
fed to mosquitoes at day 10 post-infection. The diVerences
observed in diVerent studies, implies that to fully assess
transmission blocking properties of immune sera, it is fun-
damental to study the full sporogonic cycle and transmis-
sion to vertebrate host.
To better understand how the second blood meal, with
or without immune serum, aVects the parasite develop-
ment in the mosquitoes, we set to isolate parasite and host
genes that could be involved in this phenomenon using
DDRT-PCR. Most of the obtained fragments, by DDRT-
PCR, were from mosquito origin, which was expected
since the Anopheles/Plasmodium tissue ratio used for
RNA extraction was very high and no enrichment method
was used.
Two P. yoelii genes were isolated by this method: ccoxs1
and hrp. The sequence of the hrp gene shares 95% identity
with a 58 kDa Plasmodium berghei phosphoprotein that
was identiWed as a cochaperone able to interact with HSP70
to assist in the proper folding of substrate proteins (Wiser
et al., 1996). The very active metabolism during oocyst
development together with mosquito immune system
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these proteins. For both genes it was observed high vari-
ability between experiments, which could be a result of
diVerences in oocyst maturation from experiment to experi-
ment, since slight variations in environmental conditions
such as temperature can result in time alterations of devel-
opment (Noden et al., 1995).
Among the mosquito genes identiWed some of the proba-
ble functions represented were: digestion, protein produc-
tion (transcription, translation, and splicing), and
membrane transport.
The As1 gene is homologue to a trypsin precursor of
A. gambiae that has been described as being speciWcally
expressed at the gut and upregulated after a blood meal
(Ribeiro, 2003), suggesting its involvement in blood
digestion. Another protease isolated was the As10 gene,
that is homologue to a A. gambiae serine protease precur-
sor and could be involved in either digestion or in
immune response, even though this gene has never been
previously associated to mosquito immunity. It is know
that many serine proteases are involved in immunity
(Christophides et al., 2002). However, most of the serine
proteases shown to be involved in immunity present a
common CLIP motif (Gorman et al., 2000), which is not
present in this gene. Gene knockdown experiments could
clarify its possible role in immunity and conWrm its role
in digestion. The gene As6 (highly similar to A. gambiae’s
maltase like agm-1) is probably involved in sugar diges-
tion and is more expressed, after a second blood meal,
independent of the immune status. The A. gambiae agm-1
gene expression was reported as being down regulated
24 h post-blood meal by Dimopoulos et al. (1996), which
was explained by the authors as a consequence of
changes in the type of digestion, from sugar based feed-
ing to a blood meal with high protein content. Our results
probably reXect the necessity to replenish the stock of
maltase that was depleted in the previous days or due to
change of nutrient intake from blood to maintenance
sugared water.
Several of the isolated genes could be involved in pro-
tein production. Two genes codifying for ribosomal pro-
teins were identiWed (As4, As9); the As5 and As8 are
similar to A. gambiae genes coding for proteins that are
part of the spliceosome and the signal peptidase complex,
respectively, the As11 gene is probably involved in trans-
lation at tRNA level. The As4, As8, and As9 genes were all
up-regulated by the second blood meal but down-regu-
lated when that blood meal contained immune serum. The
higher availability of amino acids for the protein produc-
tion, due to the intake allowed by the second blood meal
(Sanders et al., 2003) may justify this up regulation. The
As5 gene shows a diVerent pattern, where the second
blood meal in naïve blood does not cause an up-regula-
tion but the presence of immune serum does. It is not clear
how the immune serum aVects the expression of these
genes. The immune serum used could aVect the protein
production in the mosquito, thus aVecting mosquito fertil-ity and fecundity and even nutrient availability to the par-
asite. It would be interesting to measure the eVect of the
immune serum in the mosquito egg production.
Membrane transport is another function that is proba-
bly represented by the identiWed genes that showed some
weak similarity with A. gambiae membrane channels. These
genes were identiWed as up regulated at day Wve post-feed-
ing by DDRT-PCR. The higher expression of membrane
channels has been described by Sanders et al. (2003), after
blood feeding, and is probably a response to allow intake of
the high quantity of nutrients acquired.
The analysis of all these genes showed that the presence
of immune serum seems to aVect several diVerent mosquito
functions, and mainly genes associated to protein produc-
tion: Wve out of eleven isolated genes were involved in pro-
tein production, which may be interfering with the
Anopheles/Plasmodium interaction, aVecting mosquito
response and parasite development. Determining to what
extent, protein production and the other physiological pro-
cesses are aVected by immune serum would require a wider
transcriptome analysis.
Although the useful information gained by this
approach, it has some drawbacks that must be taken into
consideration when analysing the results. The immune
serum is a complex mixture that contains components
other than antibodies and could therefore be responsible
for modulating the eVect observed on infected mosqui-
toes receiving a second blood meal with high antibody
titres, further mosquito infection can vary between exper-
iments as seen in infection rates and infection intensity. It
would be of interest to access the eVect of antibodies spe-
ciWc to sporozoite antigens, this approach could give a
clearer picture and together with assays to determine
sporozoite-infectivity to the vertebrate host would give a
better understanding of transmission blocking mecha-
nisms.
Our work shows that the presence of immune serum in the
blood meal can reverse the oocyst load enhancement eVect of
a second blood meal and this is associated with alterations of
expression proWles of some genes associated with digestion
and protein production Therefore, the immune status of the
blood meal can interfere with parasite development at the
mosquito or the Plasmodium level in an intricate set of events
that can interfere with interventions for malaria control.
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